
























































































































Aínda  que  esta  tese  está  escrita  en  castelán,  quero  explicar  que  esta 
pequena  parte  da  tese,  a  dos  agradecementos,  está  escrita  en  galego 
coma “homenaxe” aos meus pais, galegofalantes de toda a vida.  
En multitude de ocasións escoitei comentar que unha tese non só é un 
traballo  académico,  senón  que  debido  ás  dificultades  que  tes  que 
afrontar  ao  longo  de  varios  anos,  axúdache  a  madurar  en  todos  os 
aspectos  da  vida.  Pensaba,  sinceramente,  que  iso  era  unha  mera 
esaxeración, que un  se  limitaba a  facer o  seu  traballo, entre pipetas e 
microscopios,  e  que  iso  non  tiña  por  que  cambiar  nada  na  túa 
personalidade. Sen embargo, afortunadamente, estaba errado.  
Fáiseme difícil expresar a miña gratitude hacia todos aqueles que co seu 
apoio,  tesón,  camaradería ou  “chantaxe  emocional” me  botaron  unha 
man  ao  longo  destes  case  cinco  anos.  De  feito,  creo  que  esta  é  a 
septuaxésima vez que reviso este apartado da tese… 
En  primeiro  lugar  quero  agradecer  ao  Profesor  Castillo  a  grande 
oportunidade que  supón  traballar baixo a  súa dirección,  sen a  cal non 
sería posible levar a cabo o traballo que aquí presento. Estou seguro de 
que  todos  os  que  formamos  parte  do  Laboratorio  de  Investigación  en 
Neurociencias Clínicas compartimos a idea de que grazas ao seu traballo 
e  ilusión,  sentáronse  as  bases  para  alcanzar  as  metas  que  nos 
propoñamos. 






traballo  na  parte  in  vivo  desta  tese,  ademáis  de  polas  suxestións  en 















Tamén  aos  meus  compañeiros  Raquel,  David,  Jesús,  María,  Bárbara, 
Fran, Joserra, David Barral e aos que xa non están, grazas polos consellos 
sobre multitude de temas de  laboratorio e polos bos momentos á hora 
do  café.  En  concreto  gustaríame  agradecer  a  Raquel  o  seu  apoio  cos 
cultivos  e  a  Jesús  o  seu  enorme  esforzo  cos modelos  animais,  entre 
outras razóns, polas fins de semana investidas no laboratorio. 
Nesta  sección  non  podo  esquecer  á  Dra.  Manuela  Alonso,  polos 
consellos e a xenerosidade que amosou ao botarme unha man de forma 
desinteresada  sobre  calquera  dúbida  que  me  xurdise,  e  moi 
especialmente sobre a técnica de Western Blot.  
Nun apartado máis persoal, gustaríame facer unha mención moi especial 




no  Embora  con Dani  e  Tamara,  tomando  algo por  aí, ou  simplemente 
provocando  ao  persoal  en  teatro.  En  definitiva,  grazas  pola  túa 






moderno”  coma  do malo  que  é  o  transporte  público  en  Santiago  de 
Compostela,  e  por  algo moito máis  importante:  ser  a miña  familia  en 
Santiago.  
E que dicir dos meus pais? A verdade que chegados a este punto, todas 
as  teses  son  iguais. Eu non vou  ser menos,  só podo dicir que  sen eles 
nada disto estaría pasando cunha seguridade do cento por cento. Grazas 
por  ensinarme  o  valor  do  esforzo,  a  humildade,  a  constancia  e  a 




non sei moi ben como escribir  isto. Son  tantas as cousas que che  teño 
que  agradecer,  que  non  son  quen  de  expoñelas,  e  aínda  por  riba  o 
espacio dun so parágrafo  tampouco axuda. Por  iso simplemente quero 
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aquellos  trastornos  que  se  caracterizan  por  un  conjunto  de 
manifestaciones  funcionales  y/o  estructurales,  sintomáticas  o 
asintomáticas del sistema nervioso central derivadas de alteraciones en 
la  circulación  a  nivel  cerebral.  Destaca  dentro  de  este  grupo  de 
enfermedades  el  ictus,  producido  como  consecuencia  de  una 
disminución  del  flujo  sanguíneo  cerebral  normal,  hasta  llegar  a  unos 
niveles  tales  que  pueden  llegar  a  producir  alteraciones metabólicas  y 
bioquímicas  en  el  SNC  como  la  necrosis  celular  y  que  alteran  el 
funcionamiento  normal  del  SNC.  La Organización Mundial  de  la  Salud 

















Plan  de  Saúde  2005‐2009,  el  ictus  isquémico  es  la  primera  causa  de 
muerte en mujeres y  la  segunda en varones,  suponiendo el 10% de  la 
mortalidad  global2,3  . Mientras  la mayoría  de  los  países  desarrollados 
muestran tasas estables de mortalidad por ictus, los países en desarrollo 
incrementan sus tasas anuales de prevalencia y mortalidad: 4,5 de los 10 
millones de  fallecimientos anuales por  ictus pertenecen a  los países no 
industrializados.  En  España,  su  incidencia  es  de  174  casos  nuevos  por 
100.000  habitantes/año4,  y  su  tasa  de  mortalidad  de  97,7  por  cada 
100.000 habitantes/ año; siendo ligeramente superior en mujeres (111,9 







Figura  2. Mortalidad  por  ictus  por  comunidades  autónomas  en  el  periodo  2006‐
2008 según Eurostat. 
 
















En  cuanto  a  la  clasificación  del  ictus,  podemos  hablar  de  2  grandes 
categorías: 
A) Isquémico  
Producido  por  un  flujo  sanguíneo  inadecuado,  tanto  cualitativo 
como  cuantitativo  que  provoca  un  área  circunscrita  de  infarto 
cerebral.  Dependiendo  del  territorio  afectado  hablamos  de 




Los  ictus  isquémicos  se  dividen  a  su  vez  en  ataques  isquémicos 
transitorios e infartos cerebrales. 
Los  ataques  isquémicos  transitorios  (AIT)  se  definen  como  la 
disfunción  cerebral  focal  o  monocular,  con  una  duración  de  los 
síntomas inferior a 24 horas, causada por la alteración cualitativa o 
cuantitativa  vascular  debida  a  trombosis  o  embolia  arterial  en 
relación con enfermedad arterial, cardíaca o hematológica6.  
Por otro  lado el  infarto cerebral está ocasionado por  la alteración 
cualitativa  o  cuantitativa  del  aporte  circulatorio  a  un  territorio 
encefálico,  que  determina  un  déficit  neurológico  de  más  de  24 
horas de duración, lo cual es expresión de una necrosis tisular. 













• Infarto  cardioembólico.  Presencia  de  fuente  embolígena 
inequívoca en ausencia de otra etiología. 
 
• Infarto  lacunar.  Infarto de menos de 15 mm de diámetro en el 





•  Infarto  de  origen  inhabitual.  Infarto  de  pequeño, mediano  o 
gran tamaño, de localización cortical o subcortical, en territorio 
carotídeo  o  vertebro  basilar,  habiendo  descartado  origen 
aterotrombótico,  cardioembólico  o  lacunar.  Suele  estar 
producido  por  enfermedades  sistemáticas  o  por  otras 
enfermedades como disección arterial, displasia fibromuscular, 




una  exhaustivo  estudio  diagnóstico,  han  sido  descartados  los 
subtipos  aterotrombótico,  cardioembólico,  lacunar  o 
inhabitual, o bien coexista más de una posible etiología. En este 


















• Infarto  total  de  la  circulación  anterior  o  TACI  (Total  Anterior 

























1. Hemisíndrome  motor  puro  que  afecte  al  menos  a  dos  
extremidades (valorando cara, brazo y pierna). 
2. Hemisíndrome  sensitivo  puro  que  afecte  al  menos  a  dos 
extremidades (valorando cara, brazo y pierna). 
























en  el  espacio  subaracnoideo  produce  lesión  o  desplazamiento  de 
las estructuras cerebrales.  
Constituyen el 20% de  las enfermedades  cerebrovasculares. Estos 
ictus  hemorrágicos  se  pueden  dividir  a  su  vez  en  hemorragia 
intracerebral o hemorragia subaracnoidea6.  
Dentro de  las hemorragias  intracerebrales  se pueden distinguir  la 
hemorragia  intraventricular  primaria  y  la  hemorragia 
parenquimatosa,  a  su  vez  subdividida  en  lobar,  profunda, 
troncoencefálica o cerebelosa. 













Una  parte  muy  importante  en  la  prevención  de  la  enfermedad 
cerebrovascular  viene  derivada  del  conocimiento  de  los  factores  de 
riesgo que  contribuyen a  su aparición. Podemos hablar de  factores de 
riesgo no modificables y factores modificables, y por tanto prevenibles9. 
A) Factores de riesgo no modificables 
• Edad.  El  envejecimiento  es  uno  de  los  principales  factores  de 
riesgo para  la enfermedad cerebrovascular. La  incidencia del  ictus 









Gráfica  1.  Prevalencia,  incidencia  y mortalidad  por  ictus  en  relación  con  la 
edad. 
 
• Sexo.  Se presenta mayor  incidencia  en  los  varones que  en  las 
mujeres. 
• Grupo  racial.  La  ateromatosis  de  grandes  vasos  afecta  con 
mayor  frecuencia  a  los  individuos  caucásicos;  mientras  que  la 
patología  de  pequeño  vaso  es  más  frecuente  en  africanos  y 
asiáticos. 
• Herencia  y  genética.  Existe  una  predisiposición  familiar  a 
padecer ictus. Es posible que se deba a la asociación de factores de 
riesgo  fundamentales,  como  la  hipertensión  arterial,  la  diabetes 










• Hipertensión  arterial.  Es  el  principal  factor  de  riesgo  para 
cualquier tipo de  ictus, tanto  isquémico como hemorrágico. Todos 
los  tipos  de  hipertensión,  tanto  sistólica  como  diastólica  o 
combinada,  incrementan  el  riesgo  de  ictus  a  partir  de  valores 
moderados.  Valores  de  tensión  arterial  sistólica  en  torno  a  140‐
160mmHg  o  diastólica  de  90‐94mmHg  incrementan  el  riesgo  de 
ictus 1,5 veces. 
• Cardiopatía.  Las  enfermedades  cardíacas  tienen  una  clara 
asociación  con  los  ictus,  especialmente  la  fibrilación  auricular,  las 






• Hiperlipemia.  La  hiperlipemia  favorece  el  desarrollo  de  la 
ateromatosis y de la isquemia, tanto coronaria como carotídea. 
• Tabaquismo. El consumo de cigarrillos predispone a la aparición 
de  aterosclerosis  en  hombres  y mujeres,  con  un  incremento  del 
riesgo de 2‐3 veces. El tabaco facilita el espasmo arterial y el daño 
endotelial.  Este  riesgo  añadido  del  tabaco  desaparece  tras  cinco 
años de abstención. 
• Otros  factores.  El  sedentarismo,  la  obesidad,  el  ronquido 









Esta  circunstancia presenta un efecto  acumulativo que  se  correlaciona 
con un aumento exponencial del riesgo de padecer ictus (Gráfica 2). 
 
Gráfica  2.  Probabilidad  de  desarrollar  un  ictus  a  los  10  años,  en  dos  niveles  de 
presión arterial. Impacto de otros factores de riesgo en varones de 70 años. 
 
 En  la Gráfica 2  se  resumen  los  resultados de un estudio en el que  se 
valora  la probabilidad de desarrollar un  ictus a  los 10 años, en relación 
con  la  asociación  de  diferentes  factores  de  riesgo  en  hombres  de  70 












anatómicas  cuya  función  principal  es  el  mantenimiento  del  flujo 
sanguíneo en territorios isquémicos a partir de la irrigación de territorios 
normalmente  perfundidos.  Únicamente  cuando  se  saturan  estos 
sistemas  de  seguridad  empieza  a  desarrollarse  el  daño  cerebral 
isquémico. 
Las  seis  arterias  principales  que  irrigan  el  cerebro  (arteria  cerebral 
anterior,  media  y  posterior,  todas  bilaterales)  están  interconectadas 
mediante dos sistemas principales: el polígono de Willis  (Figura 5)   y  las 
anastomosis  leptomeníngeas  de  Heubner.  El  polígono  de  Willis  se 
localiza en  la base del cerebro y en él se establecen conexiones de baja 
resistencia  entre  los  orígenes  de  las  citadas  arterias.  Por  su  parte,  las 
anastomosis  leptomeníngeas  de  Heubner  interconectan  las  ramas 
corticales distales. 
Cuando  el  aporte  sanguíneo  colateral  no  es  suficiente  para mantener 
una presión de perfusión normal en el territorio de  la arteria obstruida, 
la  reducción  inicial  del  aporte  sanguíneo  puede  compensarse  durante 
algún  tiempo  por  el mecanismo  fisiológico  de  regulación  de  flujo:  la 
dilatación  de  los  vasos  de  resistencia.  Posteriormente,  la  estimulación 
inicial  del  metabolismo  anaeróbico  causa  lactoacidosis  y  como 
consecuencia un aumento adicional de la vasodilatación.  
Una  vez  los  vasos  de  resistencia  son  incapaces  de  regular  el  flujo 












de oxígeno desde  la sangre hasta el  tejido. En el cerebro,  lo  intrincado 
del patrón capilar y la alta velocidad 
de  los  eritrocitos  tienden  a 
contrarrestar  los  efectos  de  cada 
uno  de  ellos  sobre  el  tiempo  de 
tránsito.  
Por  otra  parte,  las  neuronas,  las 
células de la glía y los microvasos se 
organizan en el cerebro formando lo 
que  se  denomina  unidad 






Cuando  se  origina  la  isquemia  cerebral,  como  consecuencia  de  la 
disminución  del  flujo  sanguíneo  hasta  un  nivel  suficiente  capaz  de 
interferir  con  la  función del  sistema nervioso,  se pueden producir una 
serie de alteraciones metabólicas y bioquímicas en  las neuronas y en  la 
glía, que conducirán a la necrosis celular13. 








de  perfusión  sanguínea.  La  disminución  del  flujo  sanguíneo  cerebral 
(FSC)  en  una  determinada  zona  de  tejido  cerebral  por  debajo  de 
10mL/100g/min  produce  una  rápida muerte  neuronal14.  Sin  embargo, 
entre  este  núcleo  intensamente  isquémico  y  el  parénquima 
normalmente  perfundido  (FSC>50mL/100g/min),  existe  una  zona 
moderadamente hipoperfundida,  cuya  extensión depende del mejor o 
peor  funcionamiento  de  la  circulación  colateral15,16.  Estudios  recientes 
de  tomografía por emisión de positrones  (PET) han  logrado diferenciar 
en  la  zona  hipoperfundida  dos  regiones  con  pronóstico  claramente 
diferenciado: una ligeramente hipoperfundida (FSC>22mL/100g/min) en 
la  que  la  transformación  en  infarto  sólo  sucede  en  circunstancias 
especialmente  adversas  (zona  oligohémica),  y  otra  denominada  de 
penumbra  isquémica17,18,  con  una  perfusión  cerebral  críticamente 
disminuida  (FSC<22mL/100g/min),  pero  en  la  que  el  consumo  de 














La penumbra  isquémica  se define como el  tejido cerebral en el cual el 
flujo sanguíneo cerebral ha disminuido hasta el punto de causar silencio 
electrofisiológico y pérdidas pasajeras pero recurrentes de los gradientes 
de membrana  y metabolitos  energéticos20.  En  la  penumbra  isquémica 
hay  alteración  de  la  actividad  funcional  de  las  neuronas,  pero  se 
conserva  una  actividad metabólica mínima  que  preserva  la  integridad 
estructural durante algún tiempo. En esta zona el tejido resulta dañado, 
se altera el mecanismo de autorregulación, se mantiene parcialmente la 
reactividad  al  CO2,  la  transmisión  sináptica  y  el  contenido  de  ATP  son 
normales y disminuye el contenido de glucosa. Esto produce la aparición 
de  síntomas  neurológicos,  pero  no  de  daños  irreversibles13.  Lo 
importante, y que constituye la base para el tratamiento de la isquemia 


















Con  respecto  a  la  sustancia  gris,  cuando  se  instaura  la  isquemia,  de 
manera  inmediata,  el  contenido  energético  de  las  células,  el  ATP  y  la 
fosfocreatina  descienden  y,  en  consecuencia,  cesan  también  todas  las 
reacciones  y  los mecanismos  dependientes  de  ATP,  entre  los  que  se 
encuentran  las bombas  intercambiadoras de  iones. Con el descenso del 
ATP, se produce un fallo en las bombas de Na+ y K+, con lo que se origina 
una  rápida  depleción  del  K+  intracelular,  con  la  consiguiente 
despolarización neuronal.  
Este hecho es responsable de la apertura de los canales de Ca+2 voltaje‐










Otros  flujos  relevantes  son  la  entrada  de  Na+  y  agua,  y  el  posterior 
desarrollo  de  edema  celular.  A  estos  fenómenos  de  permeabilidad 
alterada de la membrana celular, y como consecuencia de los mismos, le 
sigue  la  liberación masiva de neurotransmisores al espacio extracelular; 
de  todos  los  neurotransmisores  liberados,  el  glutamato  es  el  más 
relevante.  Posteriormente  se  demostró  que  los  efectos  tóxicos  del 
glutamato  están  mediados  por  la  sobrecarga  de  Ca+2  en  el  interior 
celular.  La  liberación  de  otros  neurotransmisores,  noradrenalina  y 
adenosina, activa  la adenilato ciclasa unida a  la membrana y hace que 
los niveles de AMPc y  la permeabilidad de  la membrana de  las células 
gliales aumenten.  
Estas células captan Na+, Cl‐ y agua, y de esta forma contribuyen aún más 
al  edema  astrocítico  perivascular  y 
perineuronal26.  
Los  efectos  celulares  del  glutamato 
están  mediados  por  receptores 
específicos  (Figura  7).  Atendiendo  a 
criterios farmacológicos, se clasifican 




(KA).  La  liberación  masiva  de 
glutamato durante  la  isquemia determina, por consiguiente,  la entrada 
masiva de Ca+2 hacia el interior de la célula27.  










sináptico.  Durante  la  neurotransmisión  normal,  las  moléculas  de 
glutamato  que  no  se  han  unido  a  sus  receptores  son  retiradas  de  la 
hendidura  sináptica  por  transportadores  específicos  de  glutamato 
(EAAT).  
Estos  procesos  de  recaptación  están  acoplados  a  un  transporte  iónico 
activo,  por  lo  que  en  situaciones  de  isquemia  su  función  se  ve 
comprometida, aumentando la concentración extracelular de glutamato, 
que estimula receptores de membrana ionotrópicos (fundamentalmente 
AMPA  y  NMDA)  y  receptores  metabotrópicos,  aumentando  de  esta 
manera la concentración intracelular de Ca+2. 
Otro  mecanismo  que  contribuye  al  incremento  de  la  concentración 
intracelular  de  Ca+2,  es  la  acidosis  inducida  por  la  isquemia.  Ante  la 
imposibilidad  de  metabolizar  la  glucosa  por  vía  aeróbica  normal,  se 
activa  su  degradación  por  vía  anaeróbica.  Como  resultado  se  genera 
ácido láctico que se acumula y hace bajar el pH hasta valores de 6,5. Esta 
acidosis desplaza  al Ca+2 de  su unión  a proteínas  intracelulares  y hace 
aumentar su concentración intracelular. Por último, en diversos estudios 
se  ha  formulado  la  hipótesis  de  que  la  disfunción  del  retículo 
endoplasmático durante  la  isquemia pueda contribuir al aumento de  la 
concentración de Ca+2 intracelular.  
La  despolarización  provoca  anoxia,  se  inhibe  la Mg+2/Ca+2  ATPasa  del 



















































Los  radicales  libres  y  las  especies  reactivas  de  oxígeno  (ROS)  están 
implicados en el  funcionamiento normal de  las  células. En  condiciones 
fisiológicas,  los  radicales  libres  y  los  ROS  son  eliminados  tanto  por 
mecanismos  enzimáticos  (superóxido  dismutasa,  catalasa  y  glutatión 
peroxidasa)  como  por mecanismos  no  enzimáticos  (vitamina  E  y  C  y 








Al  estrés  oxidativo,  contribuye  igualmente  el  óxido  nítrico  (NO), 
mensajero  multifuncional  que  tiene  un  importante  papel  en  la 
modulación de diferentes  funciones del sistema nervioso central  (SNC). 
Se sintetiza en muchos  tipos celulares a partir de  la L‐arginina por una 
familia  de  tres  isoenzimas  denominadas  NO  sintasas  (NOS):  neuronal 
(nNOS), endotelial  (eNOS) e  inducible  (iNOS). Las  isoformas neuronal y 





varias  poblaciones  celulares,  células  gliales,  células  vasculares, 
neutrófilos infiltrados en el tejido cerebral además de en neuronas tanto 
corticales como cereberales30.  
La  isquemia  causa  la  sobreproducción  de  NO  en  el  cerebro  como 
consecuencia de la sobreactivación de las tres isoformas de la NOS. A su 
vez, la sobreactivación de las isoformas eNOS y nNOS se produce por el 
incremento  en  la  concentración  intracelular  de  Ca+2, mientras  que  la 
forma inducible de la NOS no presenta este tipo de control, sino que se 
encuentra  regulada  en  mayor  o  menor  mediado  por  diferentes 




1. Formación  de  peroxinitrito,  que  contribuye  al  estrés  oxidativo 








glutatión  peroxidasa,  diferentes  enzimas metabólicas  como  la 
gliceraldehído‐3‐fosfato  deshidrogenasa,  además  de  actuar 
sobre la cadena respiratoria mitocondrial31.  
3. Intensificación de  la excitotoxicidad. El NO modula  la  fusión de 
vesículas  a  la membrana  y  libera  neurotransmisores  como  el 
glutamato. 
En cuanto a la inflamación propiamente dicha, la mayoría de resultados 
demuestran  que  ésta  contribuye  a  la  progresión  del  daño  cerebral,  al 
menos  en  su  fase  aguda.  Esta  reacción  inflamatoria  se manifiesta  de 
manera más evidente  cuando a  la  isquemia  le  sigue  la  reperfusión del 
tejido  hipoperfundido,  y  se  caracteriza  fundamentalmente  por  dos 






elementos:  receptores de moléculas de  adhesión,  como  las  selectinas; 
moléculas  de  adhesión  intercelular,  como  los  ICAMs;  elementos 
proangiogénicos,  como  el VEGF  y diferentes  integrinas.  Parte de  estas 
respuestas  provocan  que  la  BHE  y  la  matriz  extracelular  pierdan  su 
integridad, y franqueen el paso de los leucocitos circulantes previamente 
adheridos  al  endotelio  hacia  el  tejido  cerebral  (Figura  9).  En  estas 















Sin  embargo,  tras  la  isquemia,  la microglía  sufre  una  transformación 
morfológica que las convierte en fagocitos, y no se pueden distinguir de 
los  macrófagos.  Por  otra  parte,  los  astrocitos,  durante  la  isquemia, 
también  sufren  una  activación,  produciendo  astrocitos  reactivos  que 
expresan  la GFAP  (Glial Fibrillary Acidic Protein), exhibiendo, además el 
fenómeno  de  gliosis  reactiva.  Dicho  fenómeno  se  caracteriza  por 
cambios  funcionales  y  estructurales,  aumentando  la  expresión  de 
citoquinas,  quimioquinas,  factores  de  crecimiento  y  neuropéptidos. 









además  de  enzimas  proteolíticas  activados.  Citoquinas  como  el  TNF‐
α, interleuquinas,  como  la  IL‐1β,  la  IL‐2,  la  IL‐6,  la  IL‐10,  histamina, 
trombina, PAF, proteínas quimiotácticas monocíticas  (MCP),  la proteína 
inflamatoria  1  de  macrófagos  (MIP‐1)  entre  otras,  son  también 
sintetizadas y liberadas al plasma.  
Otras  consecuencias  de  la  reperfusión  son  la  formación  de  edema,  la 
inducción  de  fenómenos  de  coagulación  y  la  angiogénesis.  Los  dos 







en  el  parénquima  cerebral  debido  a  la  acumulación  de  líquido33. 
Constituye el  factor que más  contribuye en  la morbilidad y mortalidad 
del  ictus34. En pacientes con  infartos graves el edema producido puede 
ocasionar  un  aumento  de  la  presión  intracraneal  que  conduzca  a  la 
herniación, disminución del nivel de consciencia y muerte35.  Incluso en 







En  los  primeros  momentos  (Figura  10),  y  en  presencia  de  isquemia 
cerebral aguda el  transporte  iónico dependiente de ATP  fracasa  (entra 
Na+, Ca+2, Cl‐  y  sale K+)  y,  a  consecuencia de ello,  los  astrocitos  sufren 
unos  minutos  de  hipoxia  y  se  hinchan.  Para  mantener  el  equilibrio 
osmótico celular, el agua se desplaza desde el compartimento intersticial 
al  intracelular  y  se  recapta  desde  el  compartimento  sanguíneo  al 
parénquima cerebral. Este tipo de edema se desarrolla pocos minutos y 
pocas  horas  después  de  la  isquemia  cerebral,  y  aunque  puede  ser  un 
proceso reversible, predispone al cerebro a un daño posterior debido al 






En  el  edema  citotóxico  la  acumulación  intracelular  de  agua  afecta  a 
todos  los  elementos  celulares  del  cerebro,  con  predominio  sobre  la 







En  cambio,  el  edema  vasogénico,  principalmente  localizado  en  la 
sustancia  blanca,  se  produce  por  la  alteración  de  la  barrera 
hematoencefálica debido a la persistencia de la isquemia cerebral. Como 
consecuencia  de  esta  alteración  de  la  barrera  hematoencefálica,  se 
produce una extravasación de proteínas en el parénquima  cerebral,  lo 
que da  lugar a un acúmulo de  líquido en el espacio  intercelular38. Días 
después  del  desarrollo  de  la  isquemia,  el  acúmulo  de  proteínas  en  la 
sustancia  blanca  es  más  intensa  que  en  el  propio  tejido  isquémico, 
donde  la  mayoría  de  las  proteínas  han  sido  digeridas  por  enzimas 
proteolíticos. 





sanguíneo  hasta  el  espacio  intersticial  por  diferencias  de  presión 
hidrostática,  dando  como  resultado  la  acumulación  de  fluidos  y 
proteínas séricas en el espacio intersticial38. 
En este aumento de  la permeabilidad,  juegan un papel  importante  las 
uniones que se establecen entre  las células endoteliales. Estas uniones, 
junto  con  los  astrocitos  constituyen  la  estructura  de  la  barrera 
hematoencefálica,  estas  están  compuestas  por  una  intrincada 









Las  uniones  estrechas  constan  de  al  menos  tres  proteínas 
transmembrana, las claudinas, la ocludina y las JAM (Junctional Adhesion 
Molecules)39  (Figura  11).  De  ellas,  las  claudinas  parecen  constituir  el 
esqueleto  de  las  uniones  estrechas.  Forman  dímeros  y  se  unen 
homotípicamente  a  otras  claudinas  presentes  en  células  endoteliales 







En  las células endoteliales de mamíferos únicamente se  identificaron  la 
Claudina‐1 y la Claudina‐5, de las cuales la Claudina‐5 se halló en células 
endoteliales  de  vasos  sanguíneos,  particularmente  en  las  células 
endoteliales de los capilares cerebrales40.  








el  aminoterminal    están  localizados  intracelularmente.  Los  dos  loops 
extracelulares  de  la  Ocludina  comprenden  45  aminoácidos.  El  primer 
loop  tiene  una  alta  proporción  de  residuos  de  tirosina  y  glicina, 
indicando  un  papel  de  este  dominio  en  la  adhesión  célula‐célula, 
contribuyendo de esta manera al aumento de la resistencia eléctrica que 
se produce a través de la BHE. 
Las  JAM  (Junctional  Adhesion Molecule)  constituyen  el  tercer  tipo  de 
proteínas transmembrana de  las uniones estrechas. Se han  identificado 
tres  proteínas  relacionadas  con  las  JAM,  que  pertenecen  a  la 
superfamilia  de  las  inmunoglobulinas.  JAM  tiene  un  único  dominio 
transmembrana y su dominio extracelular está constituído por dos loops 
como el de las inmunoglobulinas. Las proteínas JAM están implicadas en 
la  adhesión  célula‐célula  y  contribuyen  al  control  de  la  permeabilidad 
tanto como a la extravasación de los monocitos43,44. 
Asociadas  con  las  proteínas  de  unión  estrecha  propiamente  dichas, 
existen  otras  proteínas  encargadas  de  fijar  los  complejos  proteicos  al 
citoesqueleto de  la célula. Entre estas proteínas podemos citar  las que 
pertenecen  a  la  familia de  ZO  (Zonula Occludens).  Se han  identificado 
como  miembros  de  esta  familia  la  ZO‐1,  la  ZO‐2  y  la  ZO‐345.  Estas 
proteínas  forman  la  placa  submembranosa  de  las  uniones  estrechas. 
Estas proteínas pertenecen a  la  familia MAGUK  (Membrane Associated 
Guanylate  Kinase)46.  Presentan  además,  dominios  encargados  del 
acoplamiento de las proteínas transmembrana al citoesqueleto de actina 
de la célula, de tal forma que las ZO se unen directamente a las claudinas 








que  en  respuesta  a  la  depleción  del  ATP  celular  se  disocia 
reversiblemente  de  la  unión,  lo  cual  se  asocia  con  un  aumento  de  la 
permeabilidad,  mientras  que  ZO‐1  permanece  anclado;  la  cingulina, 
proteína fosforilada de 140‐160 kDa, que se acopla con las diferentes ZO, 





de  la  superfamilia  de  las  cadherinas,  que  son  receptores  Ca+2 
dependientes que forman complejos adhesivos homotípicos con células 






cerebral,  ocurre  la  rotura  de  la  BHE,  asociada  con  la  migración  de 
numerosos neutrófilos, linfocitos o monocitos51. 
Ha habido diferentes estudios en  los que se ha discutido  la  importancia 
de  las  uniones  estrechas  en  el  proceso  de  migración  de  células 
inflamatorias  hacia  el  parénquima  cerebral,  existiendo  diversas 








Por  el  contrario,  estudios más  recientes  afirman  que  las  proteínas  de 
unión  estrecha  ZO‐1,  ZO‐2  y  ocludina  permanecen  asociadas  en  los 
extremos  de  la  célula  y  su  estructura  no  se  ve  afectada  durante  la 
adhesión y migración de los neutrófilos activados53.  
Además,  la  adhesión  de  los  neutrófilos  y  la migración  no  afecta  a  la 
ultraestructura  del  endotelio  ni  a  su  resistencia  transeléctrica.  Se  ha 
sugerido que  los neutrófilos migrarían preferentemente a través de  los 
bordes tricelulares donde convergen tres células y las uniones estrechas 
son  discontinuas.  Por  tanto,  bajo  condiciones  fisiológicas,  los  cambios 
netos  en  la  permeabilidad  vascular  en  los  contactos  célula‐célula  son 
insignificantes.  Sin  embargo,  en  una  situación  de  daño  masivo,  la 
permeabilidad del endotelio del capilar a  las macromoléculas aumenta, 
entra líquido y el espacio intersticial se expande, correspondiéndose con 
el  desarrollo  de  la  fase  vasogénica  del  edema,  considerándose  un 
proceso de daño irreversible. A nivel de las proteínas de unión estrecha, 
el aumento de  la permeabilidad se correlaciona con una  redistribución 
de  las  proteínas  de  unión  estrecha  de  la  membrana  plasmática  al 
citoplasma.  Probablemente  esté  causada  por  la  falta  de  procesos 
dependientes  de  energía  necesarios  para  mantener  la  función  de 
barrera54. 
En esta etapa vasogénica, participan además, proteasas como las MMP, 
familia  de  enzimas  proteolíticas  extracelulares  que  degradan  la matriz 










Se  conocen  cinco  clases  y  sólo  las  gelatinasas  (MMP‐2  y  MMP‐9) 
aumentan su expresión en astrocitos tras un episodio de isquemia focal 
permanente29,55,56. Ambas MMPs están  involucradas en  la alteración de 
la  permeabilidad  de  la  BHE  y  en  la  formación  del  edema  vasogénico 
después de la isquemia cerebral focal. 
También  cabe  destacar  en  el  efecto  final  de  formación  del  edema,  la 
apertura de canales específicos de agua o acuaporinas. Están englobadas 
en  una  familia  de  proteínas  conocidas  con  el  acrónimo WCP  (Water 
Channel  Protein).  Son  proteínas  transmembrana  que  tienen  una 
estructura  tridimensional  con  un  poro  permeable  a  las moléculas  de 
agua.  La  primera  WCP  fue  hallada  en  la  membrana  de  eritrocitos 
humanos  en  la  década  de  198057.  Ya  en  1990,  otras  WCPs  fueron 
descubiertas  en microorganismos,  varias plantas  y mamíferos58.Dentro 







acuaporinas son específicas para el  transporte del agua a  través de  las 





En  los mamíferos  se han encontrado 13 miembros de  la  familia de  las 
AQPs  (AQP  0‐12)61.  Las  AQPs  son  monómeros  que  constan  de  seis 
dominios  transmembrana  con  los  extremos  carboxiterminal  y 




osmótica,  entre  el  espacio  intra  y  extracelular.  La  intensidad  del 
transporte  también  viene  condicionada  por  la  permeabilidad  de  un 
simple  canal,  o  por  su  abundancia  en  la  membrana  celular.  Ambos 
parámetros  pueden  ser  regulados.  La  regulación  de  las  AQPs,  ocurre 
principalmente a través de dos mecanismos:  
a) A  corto  plazo.  Conocida  como  regulación  dinámica.  Esta 
regulación  puede  estar mediada  por  cambios  conformacionales 











produciendo  cambios  inmediatos, en  segundos o minutos, en  la 
permeabilidad de la membrana.  
b) A  largo  plazo. Mediada  por  cambios  en  los mensajeros  de  las 
AQPs y en las tasas de síntesis/degradación de las proteínas. Esta 
regulación produce cambios, en un tiempo de horas o días, que se 
traducen  en el  grado de  abundancia de AQPs  y por  tanto  en  la 
permeabilidad de la membrana donde se localice la AQP66.  
En  el  cerebro  de  los mamíferos  se  han  encontrado  principalmente  3 
AQPs distintos: AQP 1, AQP4, AQP9. De ellas, la AQP1 es la única que no 
se  encuentra  a  nivel  de  los  astrocitos,  expresándose  en  células 
epiteliales del plexo coroideo67,68. Su función es la formación del LCR. 
La  mayor  parte  de  los  estudios  sobre  la  función  de  las  AQPs  están 
basados en el uso de animales knockout, de  forma que no expresan  la 
AQP de interés, así se sabe que la AQP4 juega un papel muy importante 
en el desarrollo del edema  subsiguiente a  la  isquemia,  trauma o en  la 
inflamación de tumores69,70. Parece ser que el efecto de la AQP4 sobre el 
edema  cerebral  es  diferente  dependiendo  del momento  de  desarrollo 




cerebro, mientras  que  en  el  edema  vasogénico  la  deleción  de  AQP4 
reduce  el  ritmo  de  salida  del  agua  del  cerebro.  Acorde  con  esto,  la 
sobreexpresión  de  AQP4  en  ratones  transgénicos  acelera  el 
hinchamiento cerebral citotóxico73.  
En  cuanto  a  la  regulación  de  la  AQP4,  la  fosforilación  de  distintos 








señalización  intracelular74.  Igualmente  también  parece  estar  regulada 
por  diferentes  receptores  acoplados  a  proteínas  G,  en  concreto  este 
último mecanismo  parece  ser  la  clave  de  la  relación  que  existe  entre 
diferentes canales  iónicos  implicados en el movimiento de solutos y  las 
AQPs,  a  fin  de mantener  una  homeostasis  en  el  volumen  del  espacio 
extracelular75,76. 
En  cuanto  a  la  AQP9,  se  sabe  que  además  de  expresarse  en  los 
astrocitos, es  la única AQP que se expresa en  las neuronas cereberales, 
de  hecho  su  mayor  expresión  se  encuentra  en  neuronas 











La  expresión  de  la  AQP9  en  los  pies  astrocíticos  sugiere  que  esta 
proteína  también  está  implicada  en  la  homeostasis  del  agua  en  el 
cerebro. Sin embargo  sus  funciones con  respecto a patologías como el 
edema cerebral son más confusas, la mayor parte de los hallazgos se han 
obtenido  en  patologías  como  diabetes78,  debido  a  que  la  AQP9  está 
implicada  en  el  metabolismo  energético  cerebral,  ya  que  transporta 
importantes  moléculas  metabólicas  como  glicerol  o  diferentes 
monocarboxilatos.  








computerizada,  conocidos  como  signos  precoces.  El método  ASPECTS 
fue diseñado para evaluar los signos precoces de isquemia en pacientes 
con  ictus  isquémico agudo de  la  circulación anterior  (<3horas desde el 
inicio  de  los  síntomas)  utilizando  un  TC  estándar  con  un  sistema  de 
medición  reproducible.  La  escala  divide  el  territorio  de  la  ACM  en  10 











isquémico  agudo  conocida  hasta  el  momento83.  Aprovechando  su 
















Figura  14. Diferentes  regiones  que  se  definen  en  el método ASPECTS.  C:  núcleo
caudado; L: núcleo lentiforme; IC: cápsula interna; I: cinta insular; M1: córtex de la
ACM anterior; M2: córtex de la ACM lateral a la cinta insular; M3: córtex posterior







Debido  a  que  el  tPA  induce  edema  y  ruptura  de  la BHE,  es  necesario 
algún  tipo  de método  que  permita  determinar  el  riesgo  que  sufre  un 
determinado  paciente  ante  el  tratamiento  trombolítico.  Se  ha 
demostrado  la  asociación  entre  la  escala ASPECTS,  evaluada  antes del 
tratamiento trombolítico, y el mal pronóstico funcional a los 3 meses, de 
forma  que  aquellos  pacientes  con mayor  número  de  áreas  afectadas, 
















Por otro  lado,  las  líneas de actuación generales para el tratamiento del 
edema  están  centradas  en  optimizar  la  perfusión,  oxigenación  y  el 
drenaje  venoso,  así  como  minimizar  las  demandas  metabólicas  del 
cerebro, y evitar las intervenciones que puedan exacerbar los gradientes 
osmótico e iónico. 
El  tratamiento  del  edema  se  puede  abordar  desde  diferentes 
aproximaciones, destacando entre otras87: 
1. Terapia  hiperosmolar,  con  agentes  como  el  manitol,  suero  salino 
hipertónico o el glicerol. 
 
a) Manitol.  Actúa  principalmente  como  un  agente  osmótico 
arrastrando el agua de  los espacios  intersticial e  intracelular del 
cerebro a través de  la BHE. Además el manitol puede mejorar el 
flujo  sanguíneo microvascular  por  hemodilución  y  aumentar  la 
plasticidad de  los eritrocitos  con una  reducción  subsiguiente del 
volumen  sanguíneo  cerebral  y  la  PIC  vía  vasoconstricción.  El 
manitol puede también aumentar la presión de perfusión cerebral 
por un aumento en  la presión arterial media,  lo  cual en  cambio 
puede  causar  vasoconstricción  cerebral  con  la  consiguiente 
reducción en el volumen sanguíneo cerebral y en la PIC88.  
Numerosos  estudios  experimentales  han  investigado  los  efectos 
del manitol  en  la  isquemia  cerebral  focal  y  en  la  formación  del 
edema  en  varios modelos  animales,  pero  los  resultados  no  han 
sido consistentes. La mayoría de  las  investigaciones encontraron 
efectos  beneficiosos  del  manitol  intravenoso  con  respecto  al 








tener  en  cuenta  una  serie  de  precauciones.  Teóricamente,  la 
efectividad de  la osmoterapia depende de una BHE  intacta y  las 
soluciones  hipertónicas  pueden  causar  una  alteración  del 
hemisferio  normal  donde  la  BHE  todavía  está  intacta,  con  un 
empeoramiento  subsiguiente  del  desplazamiento  del  tejido.  La 
importancia  clínica  de  este  fenómeno  permanece  confusa  y  los 




agravamiento  del  edema  cerebral94.  Estos  posibles  efectos 
adversos han de tenerse en cuenta también con los otros agentes 
osmóticos. 
Dada  la  falta  de  ensayos  clínicos  sistemáticos  en  pacientes  de 
ictus,  no  hay  información  clara  en  el momento  óptimo,  dosis  y 





b) Suero  salino  hipertónico.  Durante  los  últimos  años  se  ha  ido 










intacta,  se  ha  propuesto  que  las  soluciones  salinas  hipertónicas 
pueden  ser  un  agente  osmótico  mucho  más  favorable  que  el 
manitol.  Además  el  suero  salino  tiene  el  efecto  de  expandir  el 
volumen  intravascular  con  un  aumento  en  la  presión  arterial 
media  produciendo  un  aumento  en  la  CPP,  mientras  que  el 
manitol es un diurético osmótico que produce  secundariamente 
depleción del volumen. Otros mecanismos de acción propuestos 
incluyen  la  modulación  de  la  respuesta  inflamatoria  y  la 
excitabilidad neuronal así como una oxigenación mejorada95. Los 
estudios  experimentales  que  comparan  las  soluciones  salinas 
hipertónicas  con  el  manitol  en  diferentes  modelos  de  lesión 
cerebral han proporcionado datos conflictivos con respecto a  las 
propiedades  antiedema  e  hipotensoras  de  la  PIC96.  Se  ha 
demostrado en algunos estudios aleatorizados que el suero salino 
hipertónico  parece  ser  más  efectivo  al  bajar  la  PIC  que  el 
manitol97.  Sin  embargo,  no  se  puede  sacar  ninguna  conclusión 
hasta el momento  ya que  los estudios experimentales  y  clínicos 




aunque  estas  complicaciones  son  más  bien  teóricas  y  se  han 
observado  muy  raramente  en  estudios  clínicos.  Otros  efectos 









c) Glicerol.  El  glicerol  es  otro  agente  osmótico  que  también  tiene 
acciones neuroprotectoras. Se ha postulado que la administración 
de glicerol mejora el  flujo  sanguíneo en  territorios  isquémicos  y 
aumenta  el  metabolismo  del  cerebro  isquémico98.  El  glicerol 
presenta  la  ventaja  sobre  otros  agentes  osmóticos  de  que  es 
metabolizado  por  el  cerebro  tan  pronto  como  cruza  la  BHE, 
reduciendo de esa manera la posibilidad de la aparición de edema 
de  rebote99.  Además,  el  glicerol  casi  no  tiene  efectos 
secundarios100.  El  glicerol,  en  suma,  resulta  uno  de  los 
tratamientos más  frecuentes  utilizados  para  el  ictus.  La  terapia 





2. Barbitúricos.  El principal  efecto de  los barbitúricos  consiste  en una 
disminución del metabolismo cerebral. El grado metabólico reducido 
y la reducción subsiguiente del volumen sanguíneo cerebral y el flujo 
sanguíneo  cerebral  pueden,  en  teoría,  reducir  la  formación  del 
edema y bajar  la PIC. El uso de altas dosis de barbitúricos se asocia 




del siglo pasado,  lo que se constata es   una bajada de  la PIC  tras  la 
administración de  los barbitúricos101,102. Por  tanto en pacientes con 









3. Hiperventilación. La hiperventilación disminuye  la PIC por  inducción 
de la vasoconstricción cerebral, con una disminución subsiguiente del 





espinal  neutralizando  la  vasodilatación  inducida  por  la  acidosis, 
reduciendo por tanto la PIC. Se han demostrado en modelos animales 
de daño cerebral las propiedades hipotensoras de la PIC así como los 
efectos  beneficiosos  en  la  formación  del  edema.  En  modelos 
animales de isquemia la administración de ketorolaco se ha asociado 
con  una  reducción  significativa  del  tamaño  del  infarto,  edema 
cerebral  y  de  la  concentración  de  lactato103.  Sin  embargo,  no  hay 
estudios sobre el uso de ketorolaco en pacientes con ictus isquémico. 
A  pesar  de  ello,  algunos  autores  apoyan  la  administración  de 
ketorolaco  como  una  opción  para  el  tratamiento  del  edema 
cerebral104,105.  
 
5. Indometacina.  La  indometacina  es  un  potente  vasoconstrictor 
cerebral  que  también  exhibe  efectos  antitinflamatorios  y 
antiedematosos. La capacidad hipotensora de  la  indometacina se ha 










disminuyendo  el  volumen del  agua  corporal  total  y  aumentando  la 
osmolaridad  sanguínea,  eliminando  por  tanto  el  agua  del  cerebro. 




de  la  hipotermia,  ésta  ejerce  efectos  neuroprotectores múltiples  y 






ineficaz.  Sin  embargo,  existe  controversia  sobre  si  esta  medida 
terapéutica mejora el pronóstico de los pacientes tratados106. 
Pese  a  todo  ello,  el  edema  sigue  constituyendo  la  principal  causa  de 
muerte en pacientes  con grandes  infartos, por  lo que  los  tratamientos 













ET‐3),  péptidos  regulatorios  que  tienen  efectos  vasoconstrictores  y 
presores  de  larga  duración107,108.  De  ellas,  la  ET‐1  es  la  más  activa, 
producida en  las  células endoteliales y desempeñando una  importante 
función  en  la  regulación  de  la  función  cardiovascular.  La  ET‐1 
biológicamente  activa,  se  genera  dentro  de  la  célula  en  un  proceso 
proteolítico  de  2  pasos  a  partir  de  un  péptido  precursor  de 
aproximadamente 200 aminoácidos conocido como preproET‐1109. Una 




físicos  y  químicos,  como  hipoxia,  angiotensina  II,  diversos  factores  de 
crecimiento  y  otras  citokinas113.  Todos  estos  factores  provocan  un 
aumento en  la movilización de Ca+2  intracelular. Por el contrario, entre 
los  factores  que  provocan  la  inhibición  de  su  síntesis,  están  el  óxido 
nítrico  (NO),  péptidos  natriuréticos,  prostaciclina,  heparina  y  un  flujo 
sanguíneo elevado. Muchos de los factores estimulantes actúan a través 
de  la  activación  de  diversas  rutas  como  la  de  la  fosfolipasa 
C/proteínkinasa C, mientras que los efectos inhibitorios están mediados 
por la inhibición del metabolismo del fosfoinositol114.  
Las  células  endoteliales  liberan  ET‐1  predominantemente 








Existen  2  tipos  de  receptores,  el  ETRA  y  el  ETRB,  responsables  de  los 
efectos biológicos  inducidos por  las  endotelinas.  Se ha demostrado  su 
expresión  en  todas  las  células  de  la  unidad  neurovascular116.  En 
concreto, en los vasos sanguíneos, los receptores ETRA están localizados 
principalmente en  las células musculares  lisas, además de en  las células 
endoteliales, mediando vasoconstricción. Por el contrario los receptores 
ETRB,  presentan  2  subpoblaciones  diferentes  dependiendo  de  la 
localización y la función que tengan en la regulación del flujo sanguíneo. 
Así, el ETRB1,  se expresa en  las  células endoteliales vasculares y media 
vasodilatación, y el ETRB2 está localizado en las células musculares lisas y 
causa  vasoconstricción117.  Por  otro  lado  se  ha  demostrado  que  el 
receptor  ETRB2,  localizado  en  órganos  periféricos  parece  tener  un 
importante papel en la eliminación de la ET‐1 circulante118. 
Estos  receptores  son  proteínas  con  7  dominios  transmembrana 
acoplados a proteínas G con una alta homología estructural119.  
La  ET‐1  provoca  la  activación  de  diversas  rutas  de  señalización 
intracelular  dependiendo  del  receptor  al  que  se  unan.  En  concreto  la 
activación  de  los  receptores  ETRA  conduce  a  la  activación  de  la 
fosfolipasa  C  y  la  generación  del  inositol  1,  4,  5‐trifosfato  y  el 
diacilglicerol (DAG), el cual activa  la proteínKinasa C, que provocaría un 
aumento en la concentración intracelular de Ca+2. 
Las acciones de  la ET‐1 no sólo se  limitan a  los efectos regulatorios del 
tono  vascular,  sino  que  también  promueven  la  adhesión  de  los 












cerebral,  sugiriendo  que  la  ET‐1  no  se  libera  de  forma  normal  del 












y  antagonistas  mixtos  de  los  receptores  ETRA  y  ETRB
123,124. 





receptores  ETRB  no  sea  la  mejor  estrategia  para  tratar  estas 
enfermedades.  
Con  respecto  a  la  isquemia  y  más  concretamente  al  desarrollo  del 
edema,  existen  varios  trabajos  donde  se  afirma  que  el  uso  de 
antagonistas de ET‐1 reduce el desarrollo del edema y el daño cerebral. 
Uno de  los primeros  trabajos  apoyando  esta  idea  afirma que  en  ratas 
SHR  sometidas  a un modelo de  isquemia  focal permanente de  4  y  24 
horas, la administración previa de Ro 61‐1970 (Clazosentán, antagonista 
específico  del  receptor  ETRA)  reduce  el  daño  cerebral
125. Otro  trabajo 
que  sigue  esta  hipótesis  es  el  publicado  por Gupta  et  al126,  donde  se 
administra el tratamiento antes de  la  isquemia. El TAK‐044, antagonista 
mixto, es capaz de inhibir el efecto vasoconstrictor de la ET‐1, impide el 
deterioro  motor  y  revierte  significativamente  los  cambios  en  los 
marcadores de estrés oxidativo. 










edema,  además  de  tener  un  efecto  antiinflamatorio,  aún  después  de 
haber  administrado  el  antagonista  posteriormente  a  la  isquemia 
experimental. 
En  cambio  la  administración  de  los  receptores  ETRB  parece  tener  el 
efecto totalmente contrario, de forma que exacerba el daño provocado 
por la patología129,130. 
Por  otro  lado,  estudios  previos  de  nuestro  grupo  demuestran  que  en 
pacientes con  ictus  isquémico,  tratados con  tPA,  los niveles de ET‐1 se 
encuentran elevados y que estos niveles se relacionan con el desarrollo 
de  edema  cerebral  grave,  de  forma  que  podemos  considerar  la  ET‐1 
como un predictor del desarrollo del edema cerebral grave131. 
La  conclusión que podemos extraer de  todos estos  trabajos, es que el 
sistema  de  la  ET‐1  está  relacionado  de  alguna  u  otra manera  con  los 
mecanismos  de  daño  de  la  isquemia  cerebral.  Como  ya  hemos  visto, 
algunas de  las moléculas más  fuertemente  implicadas en el edema son 
las AQPs.  Puesto  que  la  unión  de  la  ET‐1  a  sus  receptores  provoca  la 
activación de PKC, ésta podría estar mediando diversas modificaciones 




























Pese  a  los  tratamientos  disponibles  para  reducir  el  edema,  éste  sigue 
siendo  una    de  las  principales  causas  de  la  alta morbi‐mortalidad  del 





asociación  podría  estar  mediada  por  activación  de  mensajeros 
intracelulares por parte de la ET‐1 que regulan procesos de activación o 



































Este trabajo pretende abordar el estudio de  la  implicación de  laET‐1 en 
los  mecanismos  de  muerte  celular  neuroprotección  y  desarrollo  de 
edema  tras  la  isquemia  desde  diferentes  enfoques,  estudio  in  vitro, 
estudio in vivo y estudio clínico.  




La administración de antagonistas de  los  receptores de ET‐1  reduce  la 
muerte  celular  en  un  modelo  in  vitro  de  barrera  hematoencefálica, 








































































los antagonistas de  los  receptores de ET‐1 en un modelo  in vitro de  la 
barrera hematoencefálica. 
Estudio  in vivo. Demostrar que  la administración de  los antagonistas 
de  los  receptores  de  ET‐1  en  un  modelo  experimental  de  isquemia 
cerebral transitoria reduce el grado de edema. 
Estudio clínico. Demostrar  la asociación de  la presencia de  los  SNPs 






oxígeno  y  glucosa  en  un  modelo  in  vitro  de  barrera 
hematoencefálica. 














2. Demostrar  que  la  administración  de  los  antagonistas  de  los 
receptores de  la  ET‐1 provoca una mejoría  en  la  recuperación 
funcional, medida por el índice de lateralidad. 





1. Demostrar  la  asociación  de  los  niveles  de  ET‐1  con  el  edema 
cerebral. 
2. Demostrar  la asociación de  los niveles de ET‐1 con el volumen 
de infarto. 
3. Demostrar  la asociación de  los niveles de ET‐1 con el deterioro 
neurológico precoz. 






























5.1. EFECTO  PROTECTOR  DE  LOS  ANTAGONISTAS  DE 
LOS  RECEPTORES  DE  ET‐1  EN  COCULTIVOS  DE 
ASTROCITOS  Y  CÉLULAS  ENDOTELIALES  DE  RATA 
SOMETIDOS A PRIVACIÓN DE OXÍGENO Y GLUCOSA 
 
5.1.1. Preparación de  cocultivos de  células endoteliales 
de microvasculatura y astrocitos de rata 
Para  este  estudio  se  utilizaron  cultivos  de  células  endoteliales  de 
microvasculatura  y  astrocitos  de  cerebro  de  rata.  Los  procedimientos 
cumplieron  con  lo  establecido  en  la  legislación  vigente,  R.D.  1201/2005 
sobre Protección de  los Animales utilizados para experimentación y otros 
fines científicos y  fueron aprobados por  la Comisión de  Investigación del 
Hospital Clínico Universitario de Santiago de Compostela que ha actuado 
como Comité Ético de Experimentación Animal del Centro. 
Se  realizaron  cultivos  primarios  de  astrocitos  de  ratas  Sprague–Dawley 
suministradas  por  el  animalario  de  la  Universidad  de  Santiago  de 
Compostela.  Para obtener  el  cultivo de  astrocitos  se  siguió  el protocolo 
descrito  por McCarthy  y  cols.134  con  ligeras  modificaciones.  En  primer 
lugar,  se utilizaron  ratas neonatas de un día de edad  (P01) a  las que  se 
extrajo  el  cerebro  y  se  diseccionó  mecánicamente  el  área  cortical  en 
medio Leibovitz–15 (Gibco. Invitrogen) tras haber retirado las meninges. A 
continuación,  el  disgregado  celular  obtenido  se  incubó  durante  15 
minutos a 37⁰C con una solución de enzimas  (Accutase®. Sigma), que no 
necesita ser inactivada posteriormente, y con el enzima DNAsa (100U/mL, 







hizo  pasar  por  un  filtro  de  70μm  (Filcons.  Consult  TS).  Tras  hacer  el 
recuento  de  las  células  en  la  cámara  de  Neubauer  con  Azul  Tripán 
(Invitrogen), se sembraron en  flasks para cultivo celular T‐75  (Corning) a 
una densidad de 6∙104 células/cm2, ya que se ha descrito que sembrando 
el  disgregado  celular  a  baja  densidad  se  desarrollan  muy  pocos 
oligodendrocitos  y  el  cultivo  está  formado  casi  exclusivamente  por 
astrocitos135.  El medio  de  cultivo  utilizado  estaba  compuesto  de DMEM 
(80%  v/v),  glutamina  (2mM),  glucosa  (25mM),  suero  bovino  fetal  (10% 
v/v),  suero  de  caballo  (10%  v/v),  penicilina  (100U/mL)  y  estreptomicina 
(100μg/mL)  (Gibco.  Invitrogen).  Los  flasks se  mantuvieron  en  un 
incubador a 37°C con un 97% de humedad y 5% de CO2. Al día 3 (DIV 3), se 
cambió  el  medio  por  un  medio  de  crecimiento  DMEM  (90%  v/v), 
suplementado  con  glutamina  (2mM),  glucosa  (25mM),  suero  de  caballo 
(10%  v/v),  penicilina  (100U/mL)  y  estreptomicina  (100μg/mL)  (Gibco. 
Invitrogen), y en lo sucesivo se cambió el medio cada tres días. 
Las células endoteliales de microvasculatura de rata  fueron obtenidas de 
Cell  Applications  (R840‐05).  Una  vez  recibidas  las  células  fueron 
descongeladas y sembradas en flasks recubiertos de fibronectina (354521. 






















Estos  tres  tipos  de  modelos  presentan  características  diferentes.  Para 
evaluar la idoneidad de un modelo de barrera hematoencefálica se utilizan 
como parámetros  la expresión de proteínas de unión estrecha,  como  la 
ocludina ó ZO (Zonula Occludens), y la presencia de valores adecuados de 
Resistividad Transendotelial (en inglés TEER, Transendothelial Resistivity).  
Teniendo  en  cuenta  lo  anterior,  el modelo  que más  se  asemeja  a  las 
características  fisiológicas  de  la  barrera  hematoencefálica  es  el  de 
contacto entre células endoteliales y astrocitos. 
Para  hacer  el  cocultivo  se  siguió  el  protocolo  publicado  anteriormente, 
con ligeras modificaciones141. Brevemente, los insertos fueron recubiertos 
con  una  solución  de  Poly‐D‐Lisina  (PDL)  (354210.  BD)  a  0.51mg/mL  en 
medio  libre de  suero142, en  su parte  inferior.  Se dejó  incubar durante 1 
hora  a  temperatura  ambiente.  Al  cabo  de  ese  tiempo  se  retiró  de  la 
superficie inferior la solución restante y se lavó con HBSS para eliminar los 
posibles restos de PDL que no se hubieran unido, pues se ha demostrado 















Al  cabo de ese  tiempo  los  insertos  se  colocaron en placas de 6 pocillos 
(353046. BD), y fueron recubiertos en su parte interna con una solución de 
colágeno  tipo  I  (354236.  BD)  a  50μg/mL  en  ácido  acético  0,02N143.  Se 
incubó durante una hora a temperatura ambiente. Al cabo de ese tiempo 
se  sembraron  las  células  endoteliales  con  una  densidad  aproximada  de 
80000 células/cm2 (superficie de crecimiento del inserto: 4.2cm2).  
El  medio  de  cultivo  usado  en  el  cocultivo  fue  el  específico  de  las 













Evaluación  integridad  del  cocultivo.  La  integridad  del  cocultivo 
formado  fue  evaluada  por  la medida  de  los  valores  de  la  TEER.  La 
presencia de las proteínas de unión estrecha, que imposibilitan el paso 
de  sustancias  al  interior  del  parénquima  cerebral,  repercute  en  que 
una vez que  las células endoteliales de  la microvasculatura cerebrales 
se  cultivan,  formen  una monocapa  con  unos  valores  de  resistividad 
elevados, que no presentan otros tipos celulares. Por tanto, podemos 
usar  esta  característica  para  evaluar  la  integridad  de  la  monocapa 
formada por las células endoteliales en el interior del inserto. 




para  la  medida  de  este  parámetro  en  la  mayor  parte  de  las 
publicaciones  es  el  siguiente:  en  primer  lugar  se  ha  de  medir  la 
resistencia del inserto ausente de células (o inserto blanco), este valor 
suele rondar los 120Ω. Una vez hecho esto se mide la resistencia de un 
inserto donde  se hayan  sembrado  células.  Este  valor menos  el de  la 
resistencia del inserto blanco nos da el valor de la resistencia originada 
por  el  cultivo  celular.  Para  referenciar  la  resistencia  a  la  unidad  de 
superficie  se  utiliza  la  Resistividad  Transendotelial  (TEER),  cuyas 
unidades  son  Ω∙cm2,  siendo  el  producto  de  la  resistencia  del  cultivo 












En nuestro  caso  se utilizó un parámetro derivado de  la TEER, que  se 
definiría como el porcentaje de la variación de la TEER con respecto al 
inserto  blanco,  con  el  objetivo  de  determinar  mejor  los  cambios 
producidos. Se realizaron mediciones de este parámetro a los 2, 3, 4, 5 














someter a  los cultivos a  isquemia según este modelo, en primer  lugar se 
retiró el medio de  cultivo  y  se  realizaron dos  lavados  con  tampón HBSS 
Invitrogen)  compuesto  por  (mM):  KCl  (5.3),  KH2PO4  (0.4), NaHCO3  (4.2), 
NaCl  (137.9),  Na2HPO4  (0.3).  De  este modo,  se  consiguió  eliminar más 
eficazmente los restos de glucosa del medio de cultivo. A continuación, se 
añadió  la solución de  isquemia, que contiene (mM): NaCl (130), KCl (5.4), 
CaCl2  (1.8), MgCl2  (0.8), NaH2PO4  (1.3), NaHCO3  (26), y 2 % de  suero de 
caballo.  Estos  cultivos  se  introjeron  en  una  cámara  de  hipoxia 










inicialmente  presente  en  la  cámara,  hecho  que  se  comprobó 
introduciendo  un  medidor  de  oxígeno  (OxiQuant  MC.  Envitec)  en  la 
cámara de hipoxia. De este modo, las células se encontraban en un medio 
sin glucosa y en una atmósfera  sin oxígeno. Paralelamente,  se utilizó un 
grupo  que  denominaremos  control  de  isquemia,  para  ello,  el  cultivo  se 






Una vez  finalizado el período de  isquemia,  tanto en el grupo  control de 
isquemia como en el resto de  los grupos de estudio, se retiró  la solución 
de  isquemia  y  se  reemplazó  por  medio  de  reperfusión  sin  rojo  fenol, 
compuesto  por  DMEM  (80%  v/v),  glucosa  (25mM),  glutamina  (2mM), 









5.1.3. Grupos  de  estudio,  protocolo  experimental  y 
tratamientos 





cuarto  día  realizamos  los  diferentes  experimentos.  A  partir  de  este 
momento, dependiendo de  la  fase de  estudio  el protocolo utilizado  fue 
diferente. 
1. Fase  I.  Los  objetivos  básicos  de  esta  primera  fase  fueron 
determinar  si el modelo de POG  inducía muerte  celular  y determinar  in 
vitro el pico de producción de ET‐1 tras la isquemia con una n de 6.  




(LDH  liberada)  es  un  parámetro  ampliamente  utilizado  como 
indicador de  la viabilidad celular relativa, así como de  la  integridad 
de la membrana plasmática148. El ensayo se basa en la reducción de 
NAD+  por  la  acción  de  la  LDH,  transformándose  en NADH  que  es 
utilizado  para  la  conversión  estequiométrica  de  un  compuesto 
coloreado, cuya absorbancia se mide a 490nm de longitud de onda. 
Para  su  determinación  se  recogieron  125uL  del  medio  de 








su  análisis  se  utilizó  un  kit  comercial  (Roche),  siguiendo  las 
instrucciones del  fabricante.  La  cuantificación de  la absorbancia  se 
llevó a cabo en el lector Synergy2 (Biotek) a una longitud de onda de 
490nm. 
b) Caspasa‐3. Como  indicador de apoptosis, se determinó  la actividad 
caspasa‐3 en  lisados celulares mediante un kit comercial  (Caspase3 
Assay Kit, Colorimetric, Sigma). Este kit  se basa en  la hidrólisis del 
sustrato peptídico Ac‐DEVD‐pNA por  la caspasa‐3,  resultando en  la 
liberación  de  la  fracción  de  p‐Nitroanilina  (pNA).  La  p‐Nitroanilina 





donde  d  es  el  factor  de  dilución,  t  el  tiempo  de  reacción  y  v  el 
volumen de muestra en mL. Las mediciones de absorbancia a 405nm 








y  un  2%  de  suero,  retirándose  40μL  del medio  de  reperfusión  de  cada 
pocillo,  1,  2,  3,  4,  5  y  24  horas  tras  la  POG.  Estas  muestras  fueron 














El  protocolo  utilizado  en  el  análisis  de  producción  de  las  proteínas  de 
unión estrecha es como sigue: se retiró el medio de cocultivo y se lavaron 
las células dos veces con HBSS previamente enfriado a 4⁰C. A continuación 
se  añadió  a  cada  pocillo  500μL  de  una  solución  de mezcla  de  enzimas 
(Accutase®, Sigma). Se dejaron  incubando con esta disolución durante 15 
minutos a 37⁰C, hasta que las células se despegasen. Una vez despegadas, 




(2),  Tritón  x‐100  1%,  glicerol  10%,  SDS  1%  y  deoxicolato  0.5%, 
suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini, 




El  contenido  de  proteína  total  en  los  lisados  celulares  se  determinó 













tampón  está  compuesto  por  Tris  HCl  0.125  M,  SDS  4%,  glicerol  10%, 
2‐β‐mercaptoetanol  10%  y  azul  de  bromofenol  0.004%,  pH  7.  A 




fueron  transferidas  a  una  membrana  de  PVDF  específica  para 
fluorescencia  (Immobilon‐FL,  Millipore)  previamente  activada  con 
metanol, y se  llevó a cabo una  transferencia semiseca  (SemiDry Transfer 
Cell,  BioRad)  durante  45min  a  15V.  Posteriormente,  las membranas  se 
incubaron  en  tampón  de  bloqueo  (5  %  leche  desnatada  en  TBS)  en 
agitación  a  temperatura  ambiente durante 2 horas.  Tras el bloqueo,  las 
membranas fueron incubadas con diferentes anticuerpos primarios. 
En el caso de  la ZO‐1,  las membranas fueron  incubadas simultáneamente 
con el anticuerpo primario policlonal anti ZO‐1 obtenido en conejo (1:250, 
Invitrogen) y el anticuerpo primario monoclonal anti β‐actina obtenido en 
ratón  (1:3000,  Sigma).  Ambos  anticuerpos  se  diluyeron  en  TBS  y  las 
membranas se incubaron en agitación suave a 4°C durante toda la noche.  
En  el  caso  de  la  Ocludina,  las  membranas  fueron  incubadas 
simultáneamente  con  el  anticuerpo  primario monoclonal  anti  Occludin 
obtenido en ratón (1:500, Invitrogen) y el anticuerpo primario monoclonal 









Pasado ese  tiempo, e  independientemente de  los  anticuerpos primarios 
con  los  que  fueron  incubados,  se  lavaron  con  tampón  de  lavado  (TBS, 
Tween20 0.1%) haciendo  tres  lavados de 5 min cada uno. Seguidamente 
se  incubaron  simultáneamente  con  los  dos  anticuerpos  secundarios 
correspondientes:  anti  conejo  obtenido  en  cabra  conjugado  con  el 
fluorocromo  Cy5  y  anti  ratón  obtenido  en  cabra  conjugado  con  Cy3, 
ambos  diluidos  en  tampón  TBS  (1:3000  cada  uno,  GE  Healthcare).  La 
incubación  fue de 1 hora en agitación suave y oscuridad. Finalizado este 
tiempo, se  lavaron  las membranas del modo explicado anteriormente y a 
continuación  fueron escaneadas  (FX ProPlus, BioRad) a  las  longitudes de 














2. Fase  II.  En  esta  segunda  fase  pretendimos  evaluar  el  efecto 
protector  de  los  antagonistas  de  los  receptores  de  la  ET‐1  sobre  los 




in  vitro,  se  retiró  la  solución de  isquemia  y  se  reemplazó por medio de 
reperfusión sin rojo fenol, PSG, y un 2% de suero.  
Los antagonistas se añadieron una hora después de  la POG diluyéndolos 





















Para evaluar el efecto de  la POG o de  los  antagonistas  sobre  la muerte 
celular  se  utilizaron  dos  marcadores  de  muerte  celular,  la  LDH  y  la 
caspasa‐3, previamente descritos. 
Evaluamos igualmente la evolución del porcentaje de variación de la TEER 




























Figura  24.  Puntos  temporales  de  toma  de muestra  paras  las  diferentes  variables 
medidas en la Fase II. 
 
Para  analizar  la  influencia  de  los  diferentes  tratamientos  sobre  la 
producción de AQPs, se recogieron los lisados celulares a las 24 horas tras 
el final de  la POG. El protocolo utilizado para  lisar  las células es el mismo 
que  el  ya  descrito  en  el  caso  de  las  proteínas  de  unión  estrecha.  Los 
lisados celulares provenían de los grupos que habían sido tratados con las 
concentraciones  de  antagonistas  más  eficaces  en  la  reducción  de  la 
muerte celular. 




fueron  transferidas  a  una  membrana  de  PVDF  específica  para 
fluorescencia  (Immobilon‐FL.  Millipore)  previamente  activada  con 







Cell.  BioRad)  durante  45min  a  15V.  Posteriormente,  las membranas  se 
incubaron  en  tampón  de  bloqueo  (5%  leche  desnatada  en  TBS)  en 
agitación  a  temperatura  ambiente durante 2 horas.  Tras el bloqueo,  las 
membranas fueron incubadas con diferentes anticuerpos primarios 
En el caso de la AQP4, las membranas fueron incubadas simultáneamente 
con  el  anticuerpo  primario  policlonal  anti  AQP4  obtenido  en  conejo 
(1:1000.  Abcam)  y  el  anticuerpo  primario  monoclonal  anti  β‐actina 




con  el  anticuerpo  primario monoclonal  anti  AQP9  obtenido  en  conejo 
(1:1000.  Abcam)  y  el  anticuerpo  primario  monoclonal  anti  β‐actina 
obtenido  en  ratón  (1:3000.  Sigma).  Ambos  anticuerpos  se  diluyeron  en 
TBS y las membranas se incubaron en agitación suave a 4°C durante toda 
la noche.  
Pasado ese  tiempo, e  independientemente de  los  anticuerpos primarios 
con  los que  fueron  incubados,  se  lavaron  con  tampón de  lavado  (TBST, 
Tween20 0.1%) haciendo tres lavados de 5min cada uno. Seguidamente se 
incubaron  simultáneamente  con  los  dos  anticuerpos  secundarios 
correspondientes:  anti  conejo  obtenido  en  cabra  conjugado  con  el 
fluorocromo  Cy5  y  anti  ratón  obtenido  en  cabra  conjugado  con  Cy3, 
ambos  diluidos  en  tampón  TBS  (1:3000  cada  uno.  GE  Healthcare).  La 
incubación  fue de 1 hora en agitación suave y oscuridad. Finalizado este 
tiempo, se  lavaron  las membranas del modo explicado anteriormente y a 
continuación  fueron escaneadas  (FX ProPlus. BioRad) a  las  longitudes de 




















5.2. EFECTO  NEUROPROTECTOR  DE  LOS 




La  especie  utilizada  fue  la  rata  y  la  cepa Wistar.  Los  animales  fueron 
proporcionados por la empresa Harlam. El peso de las ratas varió entre los 
350±25 gramos en el momento de la cirugía. 
Los  animales  permanecieron  estabulados  en  el  Laboratorio  de 








(6:00‐18:00h  ciclo  de  luz/18:00‐6:00h  ciclo  de  oscuridad),  a  una 
temperatura de 22±1°C y una humedad del 60%±5 durante un período de 
una semana previo a la cirugía y hasta un máximo de 14 días después de la 
cirugía.  Las  ratas  fueron  alimentadas  con  bebida  y  comida  ad  libitum. 
Como  alimento  se  les  suministró  pellets  de  pienso  de  mantenimiento 
(Scientific Animals Food & Engineering, SAFE, France). 
En  la  Tabla 2,  se  ven  representados  los  valores de distintos parámetros 
fisiológicos  recogidos  en  los  animales previos  a  la oclusión de  la  arteria 
cerebral media. Las muestras se tomaron en la vena de la cola de las ratas. 
Las muestras  se  recogieron en capilares para gasometría y  se analizaron 





pH  7.37±0.03  Na⁺  134.43±1.40(mM) 
pCO2  56.26±4.87(mmHg)  K⁺  4.39±0.39(mM) 
pO2  54.71±15.72(mmHg)  Ca
2⁺  1.18±0.17(mM) 
BE  6.71±1.89(mM)  Glu  137.86±24.60(mg/dL) 
HCO3
‐  32.10±1.68(mM)  Hct  40.57±2.30(%PCV) 
tCO2  33.71±1.70(mM)  Hb  13.80±0.80(g/dL) 






Este  procedimiento  quirúrgico  está  basado  en  el  protocolo  descrito  por 







realizados  usando  un  microscopio  quirúrgico  (Leica  MZ6.  Leica 
Microsystems). 
Para  la  inducción de  la anestesia se utilizó Sevoflurano (Sevorane. Abbot) 
al 8% en una mezcla gaseosa de O2:N2O (30:70), manteniendo además  la 
temperatura  corporal  a  37⁰C  mediante  la  utilización  de  una  manta 
homeotérmica  conectada a una  sonda  rectal PT100. Durante el proceso 
quirúrgico  los  animales  permanecieron  anestesiados  con  Sevoflurano  al 
4%  siendo  administrado  al  animal  en  una  mezcla  gaseosa  de  O2:N2O 
(30:70) mediante una máscara facial asegurada al morro del mismo.  
 







del  mismo  y  del  movimiento  rotatorio  del  filamento  mientras 
endurecía  la cola  termofundible. Se capturó digitalmente una  imagen 
de cada  filamento y  se midieron  las dimensiones de  la esfera que  se 
formó  en  su  extremo mediante  el  software  imageJ  (NIH,  Bethesda, 














microquirúrgico  para  facilitar  la  lectura  de  la  sonda  acoplada  a  un 






y  retiraron  el  músculo  esternocleidomastoideo  y  omohioideo, 
exponiendo  la arteria  carótida  común derecha  (ACCD)  (Figura 25b). Se 
ligó la arteria carótida externa 3 mm sobre la arteria tiroidea superior, 
también se ligaron las ramificaciones occipital y tiroidea superior. Para 
aislar  el  flujo  en  este  sector  de  la  arteria  carótida  externa  se  ligó  el 
















Figura  25.  Incisión  ventral  y  exposición  del  músculos 




(Figura  26),  se  colocó  la  sonda  laser‐doppler  y  comenzó  la  lectura del 
flujo sanguíneo cerebral durante 5min, para determinar el flujo basal. 
Se empujó el  filamento hasta  introducirlo unos 20mm hasta observar 




dejó  despertar  al  animal  en  su  jaula  manteniendo  la  temperatura 
corporal mediante una lámpara.  
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Figura  26.  Esquema  que  representa  las  fases  del modelo  de  oclusión mediante 





D) Criterios  de  exclusión.  Se  establecieron  por  Láser‐Doppler  los 
siguientes: 
1. No observar caída de flujo sanguíneo. 
2. Caída  de  flujo  sanguíneo  inferior  al  65%  del  flujo  sanguíneo 
normal. 
3. Duración  de  las  reperfusiones  espontáneas  durante  la  oclusión 
superior a 15 minutos. 





de  6  individuos,  siendo  los  tratamientos:  Clazosentán  (Actelion), 
antagonista  específico  del  receptor  A  de  la  ET‐1,  BQ‐788  (Sigma), 























tras  la  operación.  Las  muestras  sanguíneas  se  depositaron  en 
microtubos  especiales  (Microtainer®.  BD)  con  gel  separador, 
obteniendo  el  suero  tras una  centrifugación de 3000rpm durante 15 
minutos. 




El  test  utilizado  en  este  estudio  fue  el  test  del  cilindro  diseñado  por 
Schallert155,  el  cual  consiste  en  la  evaluación  de  la  asimetría  de  las 
extremidades durante  la actividad de exploración. Para ello  se  colocó el 
animal  en  un  cilindro  de  base  transparente  de  20  cm  de  diámetro  y 
situada por debajo de este, una cámara de video, con  la cual se grabó el 
movimiento  de  exploración  vertical  con  los  miembros  anteriores  del 
animal  durante  2‐10 minutos,  dependiendo  del  grado  de movimiento  y 
durante el ciclo de oscuridad.  
Para  el  análisis  de  la  grabación  se  empleó  el  software  VirtualDub.  Las 
conductas  analizadas  fueron:  1) número de  veces que  el  animal  toca  la 
pared del cilindro 2) uso independiente de cada extremidad en el contacto 





















A) Equipo  de  Resonancia Magnética.  Las  imágenes  de  RM  fueron 
adquiridas usando un equipo de acceso horizontal de Bruker (Ettlingen, 
Alemania)  modelo  Biospec  94/20USR  que  trabaja  a  un  campo 
magnético  de  9,4  Teslas  y  tiene  una  boca  de  acceso  de  20  cm  de 
diámetro  (Figura  27).  Para  la  obtención  de  imágenes,  este  sistema 































alojamiento  que  contiene  un  circuito  de  agua  caliente  para 
mantenimiento  de  la  temperatura  corporal  y  una  máscara  facial 
conectada  a  un  sistema  de  anestesia  gaseosa  que  opera  con 
Sevofluorano  transportado  por  una  corriente  de  gases  variable  bajo 

















imágenes  adquiridas  con  secuencias  con  peso  T2  (técnica  MSME) 
según  se  detalla  más  abajo.  Así  mismo,  se  obtuvieron  imágenes 







TE/T2]).  En  la  secuencia  MSME  se  emplearon  los  siguientes 
parámetros: tiempo de eco, TE = 9ms (16 ecos); tiempo de repetición, 
TR=2500ms; matriz  de  la  imagen  128∙128  puntos  ;  campo  de  visión, 
FOV=19,2∙19,2  mm2,  centrada  en  el  cerebro  y  con  una  banda  de 
saturación con orientación coronal de 20mm de espesor (pulso SINC7h 
de 1ms) para saturar  (eliminar)  la señal producida por  los tejidos que 
se encuentran en  la base del cerebro, cubriendo toda  la parte  inferior 
de la cabeza del animal. Se usaron pulsos de RF de excitación de 90° y 
de reenfocado de los ecos de 180°, tipo SINC3, de 1,5ms cada uno. Se 

















C) Análisis  de  datos.  Todo  el  software  necesario  para  el  análisis 
completo  de  las  imágenes  ha  sido  desarrollado  en  nuestros 
laboratorios para los paquetes de software image‐J (del NIH, Bethesda, 
MD, USA) e IDL (Iterative Data Language, RSI, Colorado, USA). Una vez 























Figura  30.  Mapas  paramétricos  de  densidad  protónica  (izquierda)  y  de  los 
tiempos de  relajación T2  (centro en escala de grises y derecha en pseudo‐color 
con  su  correspondiente  escala)  calculados  a  partir  de  las  imágenes  anteriores 
mediante ajuste exponencial pixel a pixel.  
 












formación  de  edema  cerebral.  Imagen  T2  de  un  corte  coronal  de  cerebro  (A). 
Selección  del  área  de  lesión  por  un  investigador  (B).  Selección  de  una  zona 
equivalente  a  la  lesión  en  el  hemisferio  contralateral  para  el  cálculo  del  valor 
medio de T2 en el tejido sano (C).  
 










de  ambos hemisferios  cerebrales por  separado  (mm3)  (Figura  32)  con 
una doble finalidad.  
En  primer  lugar,  el  volumen  de  hemisferio  ipsilateral  a  la  lesión 









común  de  presentar  este  dato.  En  segundo  lugar,  de  la  relación  de 



















Para  su  determinación  se  utilizó  el  suero  obtenido  a  partir  de  la 


















De  las  ratas  incluidas en el estudio se escogieron aleatoriamente dos 








permite  separar diferentes  fracciones proteicas de  la muestra que se 
esté procesando. 
Una  vez  obtenida  la  fracción  de  interés,  las  muestras  fueron 
preparadas  para  su  separación  por  electroforesis  en  gel  de 
poliacrilamida  desnaturalizante  (SDS‐PAGE)  a  una  concentración  del 
10%.  Se  cargaron  20μg  de  proteína  por  calle  y  la  electroforesis  se 
realizó  a  un  voltaje  constante  de  95V.  Una  vez  realizada  la 
electroforesis,  las  proteínas  fueron  transferidas  a  una membrana  de 
PVDF  específica  para  fluorescencia  (Immobilon‐FL,  Millipore) 
previamente activada con metanol, y se llevó a cabo una transferencia 
semiseca  (SemiDry  Transfer  Cell,  BioRad)  durante  45min  a  15V. 







(5%  leche  desnatada  en  TBS)  en  agitación  a  temperatura  ambiente 
durante 2 horas. Tras el bloqueo, las membranas fueron incubadas con 
diferentes anticuerpos primarios: 
1. AQP4.  En  el  caso de  la AQP4,  las membranas  fueron  incubadas 
simultáneamente  con  el  anticuerpo  primario  policlonal  anti  AQP4 
obtenido  en  conejo  (1:1000,  Abcam)  y  el  anticuerpo  primario 
monoclonal anti β‐actina obtenido en ratón (1:3000, Sigma).  
2. AQP9.  En  el  caso de  la AQP9,  las membranas  fueron  incubadas 
simultáneamente  con  el  anticuerpo  primario monoclonal  anti  AQP9 
obtenido  en  conejo  (1:1000,  Abcam)  y  el  anticuerpo  primario 
monoclonal anti β‐actina obtenido en ratón (1:3000, Sigma). 
Pasado  ese  tiempo,  e  independientemente  de  los  anticuerpos 
primarios  con  los  que  fueron  incubados,  se  lavaron  con  tampón  de 
lavado (TBS, Tween20 0.1%) haciendo tres lavados de 5 min cada uno. 
Seguidamente se  incubaron simultáneamente con  los dos anticuerpos 
secundarios  correspondientes:  anti  conejo  obtenido  en  cabra 
conjugado  con  el  fluorocromo  Cy5  y  anti  ratón  obtenido  en  cabra 
conjugado con Cy3, ambos diluidos en tampón TBS (1:3000 cada uno, 
GE  Healthcare).  La  incubación  fue  de  1  hora  en  agitación  suave  y 
oscuridad. Finalizado este tiempo, se lavaron las membranas del modo 
explicado  anteriormente  y  a  continuación  fueron  escaneadas  (FX 
ProPlus,  BioRad)  a  las  longitudes  de  onda  específicas  para  ambos 

























con  ictus  isquémico  agudo  de  forma  prospectiva.  El  protocolo  de  este 
estudio  cumple  con  la  legislación  vigente,  concretamente  con  lo 
expresado en  la Ley 14/2007 de  Investigación Biomédica y  fue aprobado 
por el Comité Ético del centro y se obtuvo un consentimiento  informado 
de los pacientes o familiares. Se seleccionaron aquellos pacientes con ictus 



















2. Pacientes  con  infarto  lacunar  o  con  infartos  cerebrales  previos 
que dificulten la evaluación de los resultados. 




Todos  los pacientes fueron  ingresados en una Unidad de  Ictus y tratados 






de  coagulación,  además  de  para  las  posteriores  determinaciones 
moleculares y el análisis del ADN.  
El ictus fue clasificado según su etiología siguiendo los criterios TOAST en 








La  gravedad  del  ictus  fue  evaluada mediante  la  escala  NIHSS158,  en  el 
momento del ingreso, a las 24±6 h, 48±6 h, 72±24 h y a los 7±1 y 90±7días. 
En  el  caso  de  los  pacientes  tratados  con  tPA,  se  realizó  una  evaluación 
neurológica mediante  dicha  escala  antes  del  tratamiento  y  después  del 
mismo.  Se  definió  la  presencia  de  deterioro  neurológico  precoz  (DNP) 
como  el  incremento  en  4  o más  puntos  en  la  escala NIHSS  durante  las 
primeras 48 horas. 
Para evaluar la situación funcional previa y a los 3 meses de los pacientes 
se  utilizó  la  escala  de  Rankin  modificada  (mRS),  considerando  una 







entre  los  días  4  y  7.  El  volumen  del  infarto  fue  calculado  en  las  TC  de 



















con  edema  cerebral  clasificado  como  de  grado  III  y  aquellos  que 


























Se  consideró  mal  pronóstico  cuando  los  pacientes  presentaban  una 
puntuación mayor de 3 puntos en la mRS o se producía el fallecimiento del 
paciente (asignando una puntuación de 6 en dicha escala). 





Se  recogieron  muestras  de  sangre  periférica  de  todos  los  pacientes 
incluidos  en  el  estudio,  en  el momento del  ingreso, utilizando  tubos de 









laboratorio  central  del  Hospital  Clínico  Universitario  de  Santiago  de 
Compostela.  Por  otra  parte  en  el  Laboratorio  de  Investigación  en 
Neurociencias  Clínicas  del  Hospital  Clínico  Universitario  de  Santiago  de 
Compostela, se realizaron los siguientes análisis: 
A) Medición  de  niveles  séricos  de  ET‐1.  Los  tubos  de  bioquímica 
obtenidos  en  el  momento  del  ingreso  se  centrifugaron  a  3000rpm 
durante 15 minutos, el suero resultante se alicuoteó y se almacenó a    
‐80°C  hasta  el  momento  de  análisis,  utilizando  el  kit  ELISA 
comercializado (Biomedica Gruppe). 
 
B) Análisis  de  polimorfismos  genéticos  en  el  gen  de  la  ET‐1.  El 
análisis de  los polimorfismos rs5370, rs1800541, rs2071942 se  llevó a 
cabo  en  Mx3005p  de  Stratagene.  Para  este  análisis,  1000μL  de 
muestras de  sangre periférica de  tubos de hemograma  con  EDTA  se 
conservaron  a  ‐80°C  hasta  el momento  del  análisis. Una  vez  que  las 
muestras  se  descongelaron,  el  ADN  fue  extraído  con  el  robot 
semiautomático MagnaPure Compact, de Roche. Se usaron 400μL de 
sangre  total,  obteniendo  un  volumen  final  de  elución  del  ADN  de 
200μL.  Los  extractos  de  ADN  fueron  cuantificados  con  el  sistema 
Nanodrop (Thermo Scientific). 
Una  vez  normalizada  la  cantidad  de  ADN  de  todas  las muestras,  de 
forma que el número de copias inicial de ADN de todas las muestras es 
la  misma,  se  realizó  la  PCR  en  tiempo  real.  Con  este  objetivo  se 
utilizaron  los  primers  y  las  sondas  Taqman®  específicas  disponibles 
comercialmente  para  cada  uno  de  los  polimorfismos  de  interés 
(Eurogentec,  Cultek).  Las  sondas  Taqman®  estaban  marcadas  con 









El  proceso  de  amplificación  se  llevó  a  cabo  según  el  siguiente 
protocolo;  un  ciclo  de  2 minutos  a  T=95°C  y  después  60  ciclos  de  3 
segundos a T=95°C y 30 segundos a T=60°C. 
Después de  esto, observamos  la  típica  curva de  amplificación  con  la 
fase  inicial  de  amplificación,  la  fase  logarítmica  lineal  y  la  fase  de 
meseta. En  la  fase exponencial, establecimos una  línea umbral, usada 
para determinar el ciclo de  la PCR en  la cual empieza  la amplificación 
para cada muestra. Este ciclo  se  llama Ct y  se define como el ciclo a 
partir del cual  la  fluorescencia es estadísticamente  significativamente 
por  encima  de  la  señal  de  ruido.  Este  ciclo  Ct  es  inversamente 












Figura  35.  Imagen  de  PCR  a  tiempo  real  de  tres  genotipos  distintos,  haciendo 







Desequilibrio  de  ligamiento.   Medida  de  la  asociación  entre  alelos  de 
diferentes loci. 
Haplotipo.  Combinación  de  alelos  ligados  a  múltiples  loci  que  se 
transmiten  juntos. El haplotipo se puede  referir a un solo  locus, a varios 
loci,  o  incluso  a  un  cromosoma  entero.  Por  otro  lado,  haplotipo  puede 









Equilibrio  de  Hardy‐Weinberg.  Situación  en  la  que  una  determinada 









Los  resultados  se  expresaron  como  porcentajes  para  las  variables 
categóricas y como media (desviación estándar) o mediana (cuartiles) para 
las  variables  continuas,  dependiendo  de  si mostraron  o  no  distribución 
Normal  respectivamente.  Para  averiguar  si  las  variables  de  estudio  se 
ajustaban  a  una  distribución  Normal  se  realizó  el  test  de 
Kolgomorov‐Smirnov. 
Todas  las  variables  del  estudio  in  vitro  e  in  vivo  se  ajustaban  a  una 
distribución  de  probabilidad  Normal,  por  lo  que  se  aplicaron  test 
estadísticos  paramétricos  (media±desviación  estándar,  test  de  la  t  de 
Student).  
Estudio  clínico.  El  test  de  Kolmogorov‐Smirnov mostró  una  distribución 
Normal de los niveles de ET‐1 séricos de los pacientes en el momento del 
ingreso, por  lo que  sus  valores  se  expresaron  como media  ± desviación 
estándar. 








de  Pearson  (variables  continuas de distribución Normal),  el  test ANOVA 
(variables  continuas  en más  de  dos  poblaciones)  o  el  test  t  de  Student 
(variables continuas en dos poblaciones). 
La  influencia de  la presencia de  los polimorfismos sobre  la producción de 
la  ET‐1,  así  como  la  influencia  de  ésta  sobre  las  diferentes  variables  de 
estudio  (edema  cerebral,  volumen  de  infarto,  DNP, mal  pronóstico)  se 
realizó mediante un análisis de  regresión  logística  (variable dependiente 
discontinua  y de naturaleza binaria) o  regresión  lineal múltiple  (variable 
dependiente continua), tras ajustar por aquellas variables basales que se 
habían  asociado  significativamente  con  cada  variable  principal  en  el 
análisis univariado. 
En  todos  los  análisis  se  consideró  que  había  diferencias  significativas 
cuando  p  <0.05.  Los  resultados  se  expresaron  como  OR  ajustadas  con 



































6.1.1. Caracterización  del  modelo  de  cocultivo  de 
células endoteliales y astrocitos de rata. 
 





inferior  del  inserto,  recubierta  con  una  solución  de  lisina  (0,51mg/mL).  B: 
Microfotografía de endoteliales al cabo de 2 días de cocultivo en la parte superior 











b) Evolución TEER. Como  ya  se ha  comentado en el  apartado de 




idoneidad  del  modelo  de  cocultivo  es  mediante  la  medida  de  la 
resistividad transendotelial (TEER). En la Gráfica 3, podemos observar la 
evolución de  la  resistividad en un  cocultivo durante 6 días  in  vitro, en 
















a) Efecto  de  la  POG  sobre  la muerte  celular.  La  POG  indujo  un 
aumento significativo de muerte celular,  reflejado en el aumento en  la 
liberación de  la enzima LDH como de  la actividad caspasa‐3. Todos  los 









b) Perfil  temporal  producción  ET‐1  endógena  tras  la  POG.  Para 
saber exactamente cuándo debemos añadir los antagonistas de ET‐1 tras 
la POG, debemos saber cuál es su perfil temporal de producción in vitro 
tras  la POG. Para esto, utilizamos el grupo normal de  la  fase  I  (POG sin 







producción de ET‐1  se  situó en un  tiempo de 1 hora  tras el  final de  la 
POG. Por tanto, la adición de los antagonistas se realizó 1 hora después 




Gráfica 5.  Evolución de  la producción de  ET‐1, antes  y después de  la POG en un 





como  era  de  esperar,  la  TEER  bajó  espectacularmente,  para  al  cabo        


















las  proteínas  de  unión  estrecha  en muestras  de  cocultivo  obtenidas  4 
días  después  de  iniciado  el  cocultivo,  ratificando  lo  observado  con  la 
medida  de  la  TEER.  Tras  la  inducción  de  la  isquemia  in  vitro  (POG)  la 
expresión de  las proteínas  se  recuperó,  sugiriendo que  el  cocultivo  se 


















muerte  celular.  Evaluamos  el  efecto  de  los  antagonistas  de  los 
receptores de  la ET‐1  sobre  la muerte  celular, midiendo  los niveles de 
LDH en el sobrenadante del cultivo y caspasa‐3 procedente de los lisados 
celulares.  Utilizamos  tres  concentraciones  diferentes  de  cada 
antagonista. El BQ‐788  indujo una  reducción significativa en  los niveles 
de  LDH,  al  utilizar  las  concentraciones  bajas  y  las  concentraciones 
intermedias.  En  cambio  no  indujo  diferencias  significativas  cuando  se 
utilizó  la  concentración más  alta.  Cuando  evaluamos  el mismo  efecto 
con  el  Clazosentán  hallamos  diferencias  significativas  en  todas  las 
concentraciones  (Gráfica  7).  Encontramos  que  las  concentraciones 













Gráfica  7.  Efecto  de  los  tratamientos  en  la  producción  de  LDH  en muestras  de 
sobrenadante  de  cultivo  recogidas  24  horas  tras  el  final  de  la  POG.  **  indica 


















de  los  tratamientos a  las concentraciones que  resultaron más eficaces, 
encontramos una reducción significativa en  la muerte por LDH, pero de 




















b) Relación  TEER  con  los  diferentes  tratamientos.  Encontramos 







































Encontramos  que  el  tratamiento  combinado  de  los  antagonistas  a  las 









observada,  realizamos  Western  Blot  de  las  muestras  de  cocultivo 









1) Producción AQP4.  Cuando  evaluamos  la  producción  de  AQP4, 
encontramos que sólo el tratamiento con BQ‐788 indujo un aumento de 
la producción de AQP4, aunque no llegó a ser significativo, en cambio el 









2) Producción AQP9.  Cuando  evaluamos  la  producción  de  AQP9, 
encontramos que el  tratamiento con Clazosentán  indujo una  reducción 
en la producción de AQP9, como sucedió con la AQP4, pero no llegaba a 




















6.2. EFECTO  NEUROPROTECTOR  DE  LOS 







En  la  Gráfica  14  se  representa  el  perfil  temporal  de  la  evolución  del 












De  esta  manera,  observamos  que  la  administración  de  Clazosentán 
redujo  significativamente el edema a  las 72 horas  (p<0.0001) y a  los 7 
días (p<0.0001) tras la isquemia, en comparación con el grupo control. El 
tratamiento  combinado  (Clazosentán  junto  con  BQ‐788)  redujo 


















En  cuanto  al  volumen  de  lesión,  lo  expresamos  de  dos  maneras 
diferentes:  como volumen absoluto medido en mm3, o  como volumen 
relativo  expresado  como  porcentaje  del  volumen  del  hemisferio 
ocupado por la lesión. 




Gráfica 16. Perfil de evolución del volumen de  lesión bajo  la  influencia de  los 
diferentes tratamientos, a lo largo del periodo de estudio. 
 
Al  expresar  los  resultados  de  esta  manera,  observamos  que  el 







volúmenes  de  lesión,  pero  únicamente  el  tratamiento  combinado 








b) Porcentaje del volumen del hemisferio ocupado por  la  lesión. 
Expresamos  los  resultados  del  volumen  de  la  lesión  como  el 
porcentaje  del  volumen  del  hemisferio  ipsilateral  ocupado  por  la 
lesión.  En  la  Gráfica  18  podemos  ver  el  perfil  de  la  evolución  del 









Gráfica  18.  Influencia  de  los  diferentes  tratamientos  en  la  evolución  del 




redujo  significativamente  el  volumen  de  la  lesión  en  el momento 
basal (p=0.036), a  las 24 horas (p=0.01), a  las 72 horas (p=0.008) y a 
los  7  días  (p=0.005),  en  comparación  con  el  grupo  control.  Sin 
embargo, aunque los animales tratados con Clazosentán presentaron 
menores porcentajes de volumen hemisférico afectado por la lesión, 










Gráfica 19. Efecto de  los diferentes  tratamientos  sobre el  volumen de  lesión, 
expresado  como  %  de  volumen  de  hemisferio  ipsilateral  ocupado.  *  indica 
p<0.05, ** indica p≤0.01, *** indica p≤0.0001, comparado con el grupo control. 
 
6.2.3. Influencia  de  los  diferentes  tratamientos  sobre 
las escalas funcionales (lateralidad) 
El  índice de  lateralidad  indica  la  recuperación de  la  funcionalidad de  la 
rata  tras el episodio  isquémico. En una  rata  sana es aproximadamente 
0.5. En  la Gráfica 20  vemos  como en el momento basal, esto es 1 día 
antes de la operación, la lateralidad efectivamente ronda el valor de 0.5, 
para posteriormente  aumentar  y  llegar  a una  fase de meseta  a  las 72 
horas. Una  vez  llegado  este momento  decrece  el  índice. Al  evaluar  el 
efecto en  la  lateralidad de  los diferentes tratamientos, observamos que 
únicamente  el  tratamiento  con Clazosentán provocó una  recuperación 

























Cuando  examinamos  los  niveles  séricos  de  ET‐1  en  los  puntos 
temporales  encontramos  que  únicamente  el  tratamiento  con 
Clazosentán  redujo  significativamente  los  niveles  de  ET‐1  en 
comparación  con el grupo  control a  las 72 horas  (p<0.0001) y al día 7 













6.2.5 Análisis  de  la  influencia  de  los  diferentes 
tratamientos  sobre  la  producción  de  AQP4,  AQP9  en 
cerebro de rata tras la inducción de isquemia 
 



















b) AQP9. Al analizar  la expresión de  la AQP9, observamos que el 
tratamiento  con  el  antagonista  específico  del  receptor  B  de  la  ET‐1 
indujo un aumento significativo en la producción de AQP9 con respecto 
al  grupo  control  (p=0.0408).  Sin  embargo  la  administración  del 
Clazosentán,  no  indujo  diferencias  con  respecto  al  grupo  control.  Las 
































momento  del  ingreso  fue  de  7  [3‐15],  y  en  la  escala  de  Rankin 
modificada  a  los  3  meses  fue  de  2  [1‐5].  En  cuanto  al  edema,  los 
pacientes  fueron  agrupados  según  los  criterios  de  clasificación 
previamente  expuestos,  o  según  los  criterios  ASPECTS.  Teniendo  en 
cuenta lo anterior los pacientes que desarrollaron edema cerebral grave 
fueron  12  (4.1%)  y  los  que  no  desarrollaron  edema  o  desarrollaron 
edema  leve  fueron 283  (95.9%). En cuanto a  la clasificación del edema 
por  la escala ASPECTS,  los pacientes con valores ≤7 fueron 73 (24.2%) y 
aquéllos  con  valores  >7  fueron  229  (75.8%)    El  volumen  medio  del 
infarto  en  los  pacientes  fue  de  49.9±93.3  mL.  141  pacientes  (47%) 
















rs5370  n (%)  rs5370  n (%) 
Homocigoto salvaje  190 (62.9)  Sin polimorfismo  190 (62.9) 
Heterocigoto  95 (31.5)  Con polimorfismo  112 (37.1) 




rs1800541  n (%)  rs1800541  n (%) 
Homocigoto salvaje  198 (65.6)  Sin polimorfismo  198 (65.6) 
Heterocigoto  93 (30.8)  Con polimorfismo  104 (34.4) 




rs2071942  n (%)  rs2071942  n (%) 
Homocigoto salvaje  130 (43)  Sin polimorfismo  130 (43) 
Heterocigoto  35 (11.6)  Con polimorfismo  172 (57) 
Homocigoto mutante  137 (45.4)     
 


















nuestra  población  de  estudio  y  una  población  de  referencia  cuyas 
frecuencias  genotípicas  se  encuentran  registradas  en  la base de datos 
Syngle Nucleotide Polymorphisms. 
 
Estudio (%)  Single Nucleotide Polymorphisms (%)  Equilibrio  de  Hardy‐
Weinberg 
rs5370  rs5370  Χ2  p 
Homocigoto salvaje  62.9  Homocigoto salvaje  56.7  1.957  0.1618 
Heterocigoto  31.5  Heterocigoto  38.3     
Homocigoto mutante  5.6  Homocigoto mutante  5     
rs1800541  rs1800541  Χ2  p 
Homocigoto salvaje  65.6  Homocigoto salvaje  66.7  2.16  0.140 
Heterocigoto  30.8  Heterocigoto  31.7     
Homocigoto mutante  3.6  Homocigoto mutante  1.7     
 
Tabla  7. Comprobación  equilibrio Hardy‐Weinberg  en  las  frecuencias genotípicas 
















































































rs5370 rs1800541 rs5370 + 
rs1800541 
5.1 +- 2.8 5.1 +- 2.9 
5.6 +- 2.7 
p = 0.228 
p < 0.0001 
p < 0.0001 
 
Gráfica  28.  Comparativa  de  la  influencia  de  la  presencia  conjunta  de  los  SNPs 





que  los SNPs  rs5370 y rs1800541,  la edad, el sexo,  la hiperlipidemia,  la 
presencia  de  fibrilación  auricular,  el  consumo  previo  de  estatinas  y 
anticoagulantes,  los  niveles  al  ingreso  de  plaquetas,  leucocitos,  INR  y 
proteína C reactiva, tipo de  ictus según  los criterios TOAST y el valor en 










Coef. Pearson  p  Coef. Spearman  p 
Edad  0.162  0.005     
Sexo      0.176  0.002 
Antecedente de HTA (%)      ‐0.028  0.630 
Antecedente de DM (%)      ‐0.098  0.088 
Antecedente de tabaquismo (%)      ‐0.036  0.530 
Antecedente de enolismo (%)      ‐0.089  0.125 
Antecedente de hiperlipidemia (%)      ‐0.173  0.003 
Antecedente de CI (%)      ‐0.078  0.178 
Antecedente de FA (%)      0.167  0.004 
Estatinas previas (%)      ‐0.132  0.022 
Antiagregantes previos (%)      ‐0.016  0.788 
Anticoagulantes previos (%)      0.184  0.001 
Temperatura al ingreso (⁰C)  0.006  0.919     
PAS al ingreso (mm Hg)  ‐0.039  0.505     
PAD al ingreso (mm Hg)  ‐0.068  0.236     
Glucemia al ingreso (mg/dL)  0.089  0.129     
Leucocitos al ingreso (∙103/mL)  0.196  0.001     
Plaquetas al ingreso (∙103/mL)  0.116  0.045     
INR al ingreso  0.135  0.022     
Fibrinógeno al ingreso (mg/dL)  0.086  0.164     
Proteína C reactiva al ingreso (mg/dL)  0.132  0.039     
Tratamiento trombolítico (%)      0.032  0.585 
Inclusión en ensayos clínicos (%)      0.047  0.411 
Diagnóstico TOAST      ‐0.174  0.002 
NIHSS al ingreso      0.459  <0.0001 
SNP rs5370      0.649  <0.0001 
SNP rs1800541      0.610  <0.0001 
SNP rs2071942      0.052  0.365 
SNP rs5370 categorizado      0.631  <0.0001 
SNP rs1800541 categorizado      0.606  <0.0001 
 
Tabla  8.  Estudio  univariado  de  todas  las  variables  de  estudio,  utilizando  los 
coeficientes de Pearson y Spearman. 
 
Los  polimorfismos  rs5370  (B:  1.632;  IC  95%,  0.974‐2.289,  p<0.0001)  y 
rs1800541  (B:  1.103;  IC  95%,0.447‐1.760,  p<0.0001)  estaban 


















Tabla  9.  Estudio multivariado,  variable  dependiente:  niveles  de  ET‐1  al  ingreso. 
Valores de B, una vez ajustada  la asociación de  la presencia de  los SNPs  con  los 
niveles  de  ET‐1,  por  las  variables  que  resultaron  significativas  en  el  estudio 
univariado  (además  de  las  expuestas:  edad,  hiperlipidemia,  fibrilación  auricular, 





al  ingreso  (B: 1.458;  IC 95%, 0.663‐2.253, p<0.0001, en el caso del SNP 











Tabla 10.  Estudio multivariado,  variable dependiente: niveles de  ET‐1 al  ingreso. 











6.3.5. Asociación de  los niveles  séricos de  ET‐1  con el 
edema cerebral 
Los niveles séricos de ET‐1 fueron mayores cuanto mayor era el grado 






niveles  de  ET‐1  en  el  momento  del  ingreso.  A)  Graduación  edema.  B) 
Categorización grados de edema: Ausencia edema y presencia edema. 
 
Al  realizar  el  correspondiente  estudio  univariado,  estableciendo  como 
variable  dependiente  la  graduación  del  edema,  encontramos  que  el 
sexo,  los  valores  de  glucemia  y  los  niveles  de  leucocitos,  proteína  C 
reactiva, y el valor en  la escala NIHSS que presentan  los pacientes en el 













Edad  74.5±12.3  81.5±8.2  0.255 
Hombres (%)  53.0  16.7  0.017 
Antecedente de HTA (%)  60.4  50.0  0.552 
Antecedente de DM (%)  26.1  25.0  0.615 
Antecedente de tabaquismo (%)  16.3  0  0.224 
Antecedente de enolismo (%)  11.3  8.3  0.603 
Antecedente de hiperlipidemia (%)  32.2  16.7  0.351 
Antecedente de CI (%)  15.5  8.3  0.700 
Antecedente de FA (%)  20.8  41.7  0.143 
Estatinas previas (%)  21.6  0  0.131 
Antiagregantes previos (%)  21.2  16.7  0.521 
Anticoagulantes previos (%)  4.6  8.3  0.448 
Temperatura al ingreso (⁰C)  36.3±0.5  36.4±0.6  0.351 
PAS al ingreso (mm Hg)  152.9±28.5  158.1±28.2  0.369 
PAD al ingreso (mm Hg)  81.3±17.4  70.9±15.9  0.060 
Glucemia al ingreso (mg/dL)  139.6±61.5  219.4±136.2  0.002 
Leucocitos al ingreso (∙103/mL)  8.9±3.1  12.2±2.9  0.002 
Plaquetas al ingreso (∙103/mL)  238.6±84.8  289.4±149.4  0.235 
INR al ingreso  1.1±0.4  1.1±0.1  0.715 
Fibrinógeno al ingreso (mg/dL)  472.6±121.3  506.4±176.5  0.395 
Proteína C reactiva al ingreso (mg/dL)  2.7±5.7  8.3±14.9  0.028 
Tratamiento trombolítico (%)  8.8  0  0.608 
Inclusión en ensayos clínicos (%)  9.5  16.7  0.899 
Diagnóstico TOAST      0.002 
  Cardioembólico (%)  40.3  33.2   
  Aterotrombótico (%)  12.4  0   
  Indeterminado (%)  47.3  66.7   
NIHSS al ingreso  7 (2, 14)  18 (16, 22)  <0.0001 
Tabla 11. Estudio univariado, variable dependiente: graduación edema. 
 
Al  introducir  la  ET‐1  en  el  modelo  multivariado  correspondiente 
realizado  con  las  variables  que  resultaron  significativas  en  el  estudio 







recogidos  en  el  momento  del  ingreso),  encontramos  que  la  ET‐1  se 













Al  utilizar  la  escala  ASPECTS  para  valorar  el  edema  encontramos  que, 
como sucedía en el caso de la graduación del edema, los niveles séricos 
de  ET‐1  eran  mayores  cuanto  más  cercano  a  0  era  la  puntuación 














Al  realizar  el  correspondiente  estudio  univariado,  estableciendo  como 
variable  dependiente  el  desarrollo  de  edema  evaluado  por  la  escala 
ASPECTS,  encontramos  que  la  edad,  la  temperatura,  los  niveles  de 
leucocitos, los niveles de proteína C reactiva y la puntuación en la escala 
NIHSS  al  ingreso  estaban  independientemente  asociados  con  el 
desarrollo de edema de una puntuación ≤7 en la escala ASPECTS.  
Igualmente  hallamos  que  el  subtipo  de  ictus  isquémico,  según  los 
criterios  TOAST,  también  se  encontraba  asociado  con  el  desarrollo  de 
edema  correspondiente  a  una  puntuación  ≤7  en  la  escala  ASPECTS 
(Tablas 13 y 14). 
>7  ≤7  p 
Edad  73.3±12.3  79.4±10.8  0.001 
Hombres (%)  54.1  42.5  0.106 
Antecedente de HTA (%)  62.0  53.4  0.218 
Antecedente de DM (%)  26.6  26.0  0.999 
Antecedente de tabaquismo (%)  15.7  15.1  0.999 
Antecedente de enolismo (%)  10.9  11.0  0.999 
Antecedente de hiperlipidemia (%)  34.1  24.7  0.150 







Antecedente de FA (%)  19.2  28.8  0.102 
Estatinas previas (%)  22.3  13.7  0.113 
Antiagregantes previos (%)  21.8  20.5  0.871 
Anticoagulantes previos (%)  3.5  8.2  0.111 
Temperatura al ingreso (⁰C)  36.3±0.5  36.2±0.5  0.044 
PAS al ingreso (mm Hg)  154.3±28.7  148.9±25.6  0.528 
PAD al ingreso (mm Hg)  81.4±17.5  78.9±17  0.232 
Glucemia al ingreso (mg/dL)  138.9±61.9  150.6±75.3  0.082 
Leucocitos al ingreso (∙103/mL)  8.9±2.9  9.6±3.4  0.003 
Plaquetas al ingreso (∙103/mL)  241.5±85.6  239.0±95.6  0.918 
INR al ingreso  1.1±0.4  1.1±0.2  0.107 
Fibrinógeno al ingreso (mg/dL)  464.16±114.2  497.6±142.5  0.076 
Proteína C reactiva al ingreso (mg/dL)  2.5±5.9  3.7±6.6  <0.0001 




Inclusión en ensayos clínicos (%)  8.7  16.0  0.195 
Diagnóstico TOAST      0.035 
  Cardioembólico (%)  35.8  52.1   
  Aterotrombótico (%)  13.1  6.8   
  Indeterminado (%)  51.1  41.1   
NIHSS al ingreso  5 (2, 11)  17 (13, 20)  <0.0001 
Tabla  14.  Continuación  Tabla  13.  Estudio  univariado,  variable  dependiente: 
clasificación edema, según escala ASPECTS. 
 
Al  introducir  la  ET‐1  en  el  modelo  multivariado  correspondiente 
realizado  con  las  variables  que  resultaron  significativas  en  el  estudio 



























6.3.6. Asociación de  los niveles  séricos de  ET‐1  con el 
volumen de infarto 
Al estudiar la asociación entre el volumen de infarto y los niveles séricos 











Al  realizar  el  correspondiente  estudio  univariado,  estableciendo  como 
variable  dependiente  el  volumen  de  la  lesión  encontramos  que  las 
siguientes  variables  se  encontraban  estadísticamente  asociadas  con 




de  ictus  según  los  criterios  TOAST,  y  la  transfomación  hemorrágica  se 
encontraban asociadas con un mayor volumen de infarto (Tabla 16).  
Coef. Pearson  p  Coef. Spearman  p 
Edad  0.073  0.206     
Sexo      0.143  0.013 
Antecedente de HTA (%)      ‐0.049  0.395 
Antecedente de DM (%)      ‐0.036  0.533 
Antecedente de tabaquismo (%)      ‐0.006  0.919 







Antecedente de hiperlipidemia (%)      ‐0.056  0.337 
Antecedente de CI (%)      ‐0.053  0.360 
Antecedente de FA (%)      0.184  0.001 
Estatinas previas (%)      ‐0.080  0.116 
Antiagregantes previos (%)      0.027  0.642 
Anticoagulantes previos (%)      0.170  0.003 
Temperatura al ingreso (⁰C)  ‐0.054  0.350     
PAS al ingreso (mm Hg)  0.038  0.508     
PAD al ingreso (mm Hg)  ‐0.069  0.229     
Glucemia al ingreso (mg/dL)  0.174  0.003     
Leucocitos al ingreso (∙103/mL)  0.165  0.004     
Plaquetas al ingreso (∙103/mL)  0.052  0.373     
INR al ingreso  0.064  0.281     
Fibrinógeno al ingreso (mg/dL)  0.036  0.555     
Proteína C reactiva al ingreso (mg/dL)  0.219  0.001     
Tratamiento trombolítico (%)      0.110  0.056 
Inclusión en ensayos clínicos (%)      0.174  0.002 
Diagnóstico TOAST      ‐0.165  0.004 
NIHSS al ingreso      0.651  <0.0001 
Transformación hemorrágica      0.649  <0.0001 
Tabla 16. Estudio univariado, variable dependiente: volumen de infarto. 
 
Al  introducir  la  ET‐1  en  el  modelo  multivariado  correspondiente, 
realizado  con  las  variables  que  resultaron  significativas  en  el  estudio 
univariado, encontramos que los niveles séricos de ET‐1 en el momento 
del  ingreso,  se  encontraban  asociados  independientemente  con  un 






















de B de  la asociación de ET‐1 con un mayor volumen de  infarto, ajustados por  las 
variables que resultaron significativas en el estudio univariado. 
 
6.3.7. Asociación de  los niveles  séricos de  ET‐1  con el 
deterioro neurológico precoz 















Al estudiar  la asociación de  la ET‐1  con el pronóstico  funcional a  los 3 
meses,  encontramos  que  ambas  variables  se  asociaban 







El  correspondiente  estudio  univariado,  utilizando  como  variable 
dependiente el pronóstico funcional a los 3 meses, reveló que la edad y 
el  sexo  de  los  pacientes,  los  antecedentes  de  enolismo  y  fibrilación 






Edad  70.9±11.6  78.7±11.5  <0.0001 







Antecedente de HTA (%)  59.1  60.8  0.814 
Antecedente de DM (%)  27.  25.2  0.696 
Antecedente de tabaquismo (%)  19.5  11.2  0.056 
Antecedente de enolismo (%)  14.5  7.0  0.043 
Antecedente de hiperlipidemia (%)  34.6  28.7  0.322 
Antecedente de CI (%)  16.4  14.7  0.752 
Antecedente de FA (%)  15.1  28.7  0.005 
Estatinas previas (%)  24.5  15.4  0.062 
Antiagregantes previos (%)  20.1  23.1  0.576 
Anticoagulantes previos (%)  2.5  7.0  0.098 
Temperatura al ingreso (⁰C)  36.2±0.5  36.3±0.5  0.309 
PAS al ingreso (mm Hg)  152.2±27.9  153.6±28.9  0.101 
PAD al ingreso (mm Hg)  81.5±16.6  80.0±18.2  0.435 
Glucemia al ingreso (mg/dL)  135.5±56.5  148.2±73.2  0.024 
Leucocitos al ingreso (∙103/mL)  8.3±2.2  9.8±3.4  <0.0001 
Plaquetas al ingreso (∙103/mL)  230.41±65.8  251.4±105.2  0.142 
INR al ingreso  1.1±0.3  1.1±0.4  0.065 
Fibrinógeno al ingreso (mg/dL)  448.1±115.5  497.2±124.7  0.001 
Proteína C reactiva al ingreso (mg/dL)  1.5±2.3  4.1±8.2  <0.0001 
Tratamiento trombolítico (%)  8.2  8.4  0.955 
Inclusión en ensayos clínicos (%)  6.9  14.0  0.214 
Diagnóstico TOAST      0.303 
  Cardioembólico (%)  35.8  44.1   
  Aterotrombótico (%)  13.2  9.8   
  Indeterminado (%)  50.9  46.2   
NIHSS al ingreso  3 (2, 7)  15 (11,19)  <0.0001 
Deterioro neurológico (%)  0.6  9.9  <0.0001 
Transformación hemorrágica (%)  7.5  14.6  0.242 
Volumen de la lesión (mL)  11.8±19.7  87.3±110.2  <0.0001 
Edema grave (%)  0  8.8  <0.0001 
Tabla 18. Estudio unviariado. Variable dependiente: pronóstico a los 3 meses. 
 
Al  introducir  la  ET‐1  en  el  modelo  multivariado  correspondiente 
realizado  con  las  variables  que  resultaron  significativas  en  el  estudio 
univariado, encontramos que los niveles séricos de ET‐1 en el momento 































6.3.9.  Asociación  de  los  polimorfismos  del  gen  de  la 
ET‐1  con  el  edema  cerebral,  volumen  del  infarto, 
deterioro neurológico precoz y pronóstico del infarto a 
los 3 meses  
Evaluamos  la  independencia de  la  asociación de  los polimorfismos del 

































































































Por otro  lado,  al utilizar  como  variable dependiente un  valor  en  la 































OR  de  la  asociación  del  SNP  rs1800541  con  una  puntuación  en  la  escala 
ASPECTS  ≤7,  ajustados  por  las  variables  que  resultaron  significativas  en  el 
estudio univariado. 
 
De  la misma manera, cuando en el modelo  introdujimos  la variable 










































































Tabla  28.  Estudio  multivariado,  variable  dependiente:  volumen  de  infarto. 

















Tabla  29.  Estudio  multivariado,  variable  dependiente:  volumen  de  infarto. 
















































































Tabla  32.  Estudio multivariado,  variable  dependiente: mal  pronóstico  a  los  3 
meses. Valores de OR de la asociación del SNP rs5370 con el mal pronóstico a los 






































Introduciendo  en  el modelo  correspondiente  al  SNP  rs5370  la  ET‐1, 


































Tabla  34.  Estudio multivariado,  variable  dependiente: mal  pronóstico  a  los  3 
meses. Valores de OR de  la asociación de  la ET‐1 con el mal pronóstico a  los 3 




















Tabla  35.  Estudio multivariado,  variable  dependiente: mal  pronóstico  a  los  3 
meses. Valores de OR de  la asociación de  la ET‐1 con el mal pronóstico a  los 3 



























7.1.  EFECTO  PROTECTOR  DE  LOS  ANTAGONISTAS  DE 
LOS  RECEPTORES  DE  ET‐1  EN  COCULTIVOS  DE 
ASTROCITOS  Y  CÉLULAS  ENDOTELIALES  DE  RATA 
SOMETIDOS A PRIVACIÓN DE OXÍGENO Y GLUCOSA, Y 









células  endoteliales  de microvasculatura  en  el  interior  del  dispositivo 
Transwell Insert y astrocitos en el fondo del pocillo donde va colocado el 
inserto,  sin  que  exista  contacto  entre  los  dos  tipos  celulares162,163. 
También existe un nuevo tipo de cocultivo que imita el comportamiento 
de  la BHE  in vivo, cuando está sometido al estrés mecánico que supone 
el  flujo  sanguíneo,  utilizando  los  modelos  conocidos  como  “Hollow 
fiber”164.  Estos  modelos  reciben  el  nombre  genérico  de  modelos 
tridimensionales.  El principal  inconveniente que presenta  este modelo 
es  el  logístico  debido  a  la  infraestructura  especial  necesaria  para  su 
realización. 
Finalmente, el modelo que hemos usado en este trabajo consiste en un 






rata, sembradas en  la parte  interna de  los dispositivos Transwell  Insert, 
con  los  astrocitos  sembrados  en  la  parte  inferior  de  su  membrana, 
pudiéndose establecer de esta manera un contacto directo entre los dos 
tipos celulares a través de poros presentes en la superficie del inserto de 
un  diámetro  de  0.4μm165.  Este  tipo  de  modelo  presenta  la  principal 
ventaja con respecto al cultivo de monocapa y al cocultivo sin contacto, 
de que desarrolla mayores valores de TEER. Esta TEER es la consecuencia 
de  la presencia de  las proteínas de unión estrecha, que es más  intensa 
en el cocultivo de contacto. Está demostrado que el contacto directo de 
los  astrocitos  influye  directamente  en  una  mayor  presencia  de  las 
proteínas de unión estrecha166,167.  
En  relación  con  los  valores  de  la  TEER,  existen  en  la  bibliografía 
abundantes métodos de  cocultivo presentando  valores muy diferentes 
de este parámetro. Atendiendo a esto podemos suponer que no hay un 
valor de TEER predeterminado que  se pueda definir  como máximo.  La 
misma  situación  ocurre  con  el  tiempo  que  necesita  un  cocultivo  para 
alcanzar  ese  valor máximo  de  TEER168.  Existen múltiples  variables  que 
influyen en este tipo de cultivo, como el tipo de proteína con el que se 
puede  hacer  el  recubrimiento  de  las  diferentes  superficies  de 
crecimiento de  las células,  lisina o colágeno o sin recubrimiento; el tipo 
de  diámetro  de  poro  que  presentan  los  insertos,  la  mayoría  de  los 
trabajos  utilizan  insertos  con  un  diámetro  de  poro  de  0,4μm  aunque 
también existen  trabajos donde utilizan diámetros de poro de 1μm169; 
igualmente  la  especie  animal  de  la  que  procedan  los  diferentes  tipos 
celulares  empleados  en  el  cocultivo,  o  la  ausencia  de  determinados 
suplementos, tales como el suero o hidrocortisona144‐146, en el medio de 








en  los  valores  absolutos  óptimos  de  la  TEER  como  con  respecto  al 
tiempo  en  que  se  alcanza  ese  óptimo170.  Con  el  fin  de  poder  revelar 




en  gran  medida  a  la  presencia  de  proteínas  de  uniones  estrechas, 
representada  por múltiples  componentes.  Las  proteínas  del  complejo 
ZO‐1 y  la proteína ocludina, se encuentran ampliamente documentadas 
como  marcadores  de  formación  de  una  buena  barrera 
hematoencefálica141,167. En nuestro caso pudimos ver como la evolución 
de  la  TEER  se  correlacionó  con  la presencia de  las proteínas de unión 
estrecha. Observamos como existe una correlación entre  los valores de 




El  modelo  más  aceptado  y  utilizado  para  el  estudio  de  la  isquemia 
cerebral  in  vitro  es  el  de  la  privación  de  oxígeno  y  glucosa  (POG,  del 











al171,172  comprueban  el  efecto  que  ejerce  la  isquemia  in  vitro  sobre  la 
permeabilidad  aparente  de  un monocultivo  de  células  endoteliales  de 
microvasculatura  de  cerebro  bovino.  Observan  que  una  hora  de 
tratamiento de isquemia combinada con aglicemia produce un aumento 
en  el  parámetro  de  la  permeabilidad,  empezando  a  ser  significativa 








al  nuestro  pero  con  un  periodo  previo  de  precondicionamiento  a  la 
isquemia  de  media  hora  y  un  tiempo  de  reperfusión  de  3  horas, 
observando muerte  celular  tras ese periodo, pero en menor magnitud 





En  cambio,  en  el  trabajo  publicado  por  Haggani  et  al175  utilizan  el 
modelo  de  POG  sometiendo  los  cultivos  a  un  tiempo  máximo  de 
isquemia de 4 horas,  recogiendo  los extractos  celulares a  las 24 horas 
tras el final de la POG para los diferentes experimentos. En comparación 







Con  respecto  a  la  apoptosis,  nuestro  modelo  provoca  un  aumento 
significativo  de  los  niveles  de  caspasa‐3,  sin  embargo  comparado  con 
otros  estudios  los  niveles  de  caspasa‐3  que  obtenemos  son 
sensiblemente  inferiores,  debido  probablemente  a  la  acción 




Para  ayudar  a  diseñar  modelos  animales  de  infarto  cerebral  más 
relevantes,  que  permitan  evaluar  tratamientos  neuroprotectores  y 
neurorreparadores  en  el  ámbito  preclínico,  en  1999  se  publicaron  las 





La mayoría  de  los  estudios  a  nivel  preclínico  se  realizan  en  pequeños 
roedores,  especialmente  en  ratas,  ya  que  la  isquemia  cerebral  es 
fácilmente inducible en estos animales, sus variables fisiológicas pueden 
ser monitorizadas y controladas de forma sencilla, y pueden utilizarse en 
un número  suficiente  como para  lograr un análisis estadístico  riguroso 
sin  alcanzar  un  coste  excesivo.  Existen modelos  de  isquemia  cerebral 
tanto global como focal, pudiendo ser transitoria, si  la fase de  isquemia 
va  seguida  de  una  fase  de  reperfusión,  o  permanente,  si  no  existe  la 
reperfusión  posterior178.  A  su  vez,  los  modelos  de  isquemia  cerebral 








Los  distintos  modelos  de  isquemia  cerebral  en  rata  presentan  un 




variables  en  tres  modelos  de  isquemia  cerebral  focal  permanente 
diferentes,  modelo  de  oclusión  de  la  ACM  por  sutura,  por 
electrocoagulación y por oclusión intraluminal. De todos estos modelos, 
el que presentó mayor volumen de infarto junto con un mayor grado de 
edema era el de  la oclusión  intraluminal, como cabía esperar, ya que  la 
oclusión de  la ACM en el modelo  intraluminal se produce a nivel de  la 
ramificación de la ACM, afectando la isquemia a una mayor extensión de 
parénquima  cerebral,  condicionando  a  una  mayor  mortalidad.  En 
cambio, en los otros dos modelos la sutura se realiza en un segmento de 
la  ACM  más  distal,  afectando  a  una  menor  porción  de  parénquima 
cerebral,  y  por  tanto  menor  grado  de  edema  y  menor  volumen  de 
infarto.  La  conclusión  principal  que  pudimos  extraer  de  ese  trabajo 
previo es que para estudios a  largo plazo, en  los que  interese un gran 
desarrollo de edema y de volumen de infarto, el modelo más adecuado 
es  el  de  la  oclusión  intraluminal,  como  es  en  nuestro  caso,  ya  que 
pretendemos  evaluar  el  efecto  neuroprotector  de  los  diferentes 
tratamientos,  reflejado  en  la  reducción  del  grado  de  edema  y  del 
volumen de infarto en los puntos temporales previamente definidos. 
Cabe  destacar  que  en  el  trabajo  previo  de  nuestro  grupo  los  tres 






en  trabajos previos se ha demostrado que en  los modelos de  isquemia 
transitoria, el  restablecimiento de  la perfusión 3 horas  tras  la  isquemia 
no  reducía  el  tamaño  del  infarto,  de  forma  que  tras  la  isquemia 
transitoria el daño cerebral resulta tanto de la propia isquemia como de 
los efectos de  la  reperfusión. Comparado  con  la oclusión permanente, 





7.1.4.  Efecto  protector  de  los  antagonistas  de  los 
receptores de ET‐1.  
In vitro. 
a) Liberación  LDH. Nuestros  resultados muestran un  claro  efecto 
protector  de  ambos  antagonistas  de  los  receptores  de  la  ET‐1,  el 
Clazosentán y el BQ‐788, a las tres concentraciones de estudio, reflejado 
en  la disminución de  la producción de  la  LDH,  en  comparación  con  el 
grupo control, 24 horas después de que haya cesado la isquemia.  
Sólo  hemos  hallado  un  trabajo  previo  donde  se  evalúa  el  efecto 
neuroprotector de los antagonistas de los receptores de ET‐1180 in vitro. 
En  este  trabajo  previo,  utilizando  un  modelo  de  cultivo  neuronal,  y 
utilizando diferentes concentraciones de un antagonista del  receptor A 
de la ET‐1 se encuentran diferencias significativas en la viabilidad celular, 
cuantificada  por  el  ensayo  del MTT.  Teniendo  en  cuenta  este  trabajo 
previo,  y  todos  los  artículos  previos  donde  se  defiende  que  la 






modelo  animal  de  isquemia  ejercen  una  función  eminentemente 




las  células  del  parénquima  cerebral,  la  mayor  parte  de  ellos  se 
encuentran en el músculo  liso, ejerciendo  funciones  vasoconstrictoras, 
por  lo  que  su  bloqueo  influirá  directamente  en  la  recuperación  de  la 
perfusión  microvascular  normal116.  En  nuestro  modelo,  no  existen 
células  del músculo  liso,  por  lo  que  esa  función  de  regulación  de  la 
perfusión microvascular no existe. Sin embargo la protección observada 
puede ser debida al aumento de expresión de determinadas proteínas, 
como  las  AQPs,  debido  a  que  este  receptor  se  encuentra  acoplado  a 
proteínas  G  en  el  citoplasma,  pudiendo  estar  implicado  en múltiples 
rutas de señalización intracelular132,133,184. 
Al observar los grupos tratados con los antagonistas de los receptores B, 
observamos  una  reducción  de  la  muerte  celular  por  necrosis,  como 
pudimos ver al analizar  los niveles de LDH. No hemos encontrado en  la 
bibliografía  ningún  artículo  donde  se  evalúen  los  efectos  que  pueda 





del  BQ‐788  observamos  un  efecto  protector.  La  explicación  a  esta 
aparente  incoherencia  sobre  el  efecto  final  de  los  antagonistas de  los 







vivo.  El  receptor  B  en  el  cerebro  está  distribuido  en  múltiples  tipos 
celulares  del  parénquima  como  astrocitos,  microglía  o  incluso 
oligodendrocitos donde participa en el proceso de mielinización además 
de en células endoteliales y células del músculo  liso176. Sin embargo,  la 
función  de  los  receptores  B  en  estos  dos  últimos  tipos  celulares  es 
diferente,  ya  que  el  receptor  B  presenta  dos  subpoblaciones:  B1,  en 
células endoteliales vasculares mediando vasodilatación, y B2, en células 
del  músculo  liso  provocando  vasoconstricción185.  Se  desconoce  si  el 
resto  de  las  células  que  presentan  receptores  B  presentan  estos  dos 
subtipos  de  receptores  y  si  las  funciones  que  desempeñan  son  las 
mismas que las desempeñadas en las células que forman parte del vaso 
sanguíneo.  
Por  tanto,  en  un  modelo  in  vitro,  al  cultivar  solamente  células 
endoteliales  y  astrocitos,  el  efecto  final  del  antagonismo  de  los 
receptores B puede ser diferente a un modelo in vivo, primero debido a 





de  cada  uno  de  los  antagonistas,  observamos  que  la  protección  es 
mucho menor que con las bajas y medias. De la misma manera, cuando 
evaluamos  el  efecto  conjunto  de  ambos  antagonistas  a  las 
concentraciones  intermedias, que  resultaron más eficaces, observamos 
que  se  producía  de  nuevo  una  reducción  de  la  muerte  celular 






marcada  como  en  el  caso  de  la  acción  de  los  antagonistas  cuando  se 
administraban  solos,  la  explicación  a  estos  resultados  podría  estar  en 
posibles fenómenos de toxicidad. 
 
b) Niveles  de  caspasa  3.  Al  analizar  el  efecto  que  presentaba  la 
adición  de  los  antagonistas  de  los  receptores  en  el  cocultivo, 
encontramos que ninguno de ellos  reducía  la muerte por apoptosis. La 
ET‐1  es  un  factor  antiapoptótico,  por  tanto  es  lógico  pensar  que  su 
bloqueo mediante  antagonistas  revertiría  ese  efecto. De  hecho,  se  ha 
demostrado  el  efecto  apoptótico  de  los  antagonistas  de  la  ET‐1  en  el 
tratamiento de diferentes  tumores  y  líneas  celulares  inmortalizadas186. 
Sin  embargo,  en  nuestro  caso  los  antagonistas  a  ninguna  de  las  dosis 
muestra diferencias significativas con respecto al control, ni aumentando 
ni disminuyendo la muerte celular. Estas divergencias con respecto a los 
datos  publicados,  pueden  ser  debidas  al  tipo  celular  empleado  en  el 
cultivo,  células  endoteliales  en  vez  de  células  tumorales.  Debemos 
recordar que no hemos encontrado en la bibliografía ninguna referencia 
a  la  implicación  de  los  antagonistas  de  ET‐1  en  la  reducción  de  la 
apoptosis  en  células  endoteliales.  Otra  posible  explicación  a  este 
fenómeno podría  ser  el momento  en  el que  se  analizó  esta molécula. 





valores  de  TEER  y  la  muerte  celular,  ya  que  valores  altos  de  TEER 







que  los grupos con una recuperación más  importante de  la TEER tras el 
final  de  la  POG  son  aquéllos  que  han  sido  tratados  con  las 
concentraciones más  eficaces  de  antagonistas  en  la  prevención  de  la 
muerte celular. 
In vivo 
Para  evaluar  la  posible  neuroprotección  de  los  antagonistas  de  los 
receptores de ET‐1 evaluamos  las variables grado de edema y volumen 
de lesión que experimentan los animales  incluidos en el estudio  a las 6 
horas  (tras  la  inducción de  isquemia), 24 horas, 72 horas y a  los 7 días 
tras la administración del tratamiento.  
Además  de  estas  variables  evaluamos  el  efecto  que  presentaban  los 




mencionado,  existen  multitud  de  trabajos  donde  al  administrar 
antagonistas específicos del receptor A se produce una disminución del 
volumen de la lesión y el grado de edema. En concreto en el trabajo de 
Chopp  et  al181,  administrando  conjuntamente  tPA  con  un  antagonista 
específico del receptor A demuestran un claro efecto neuroprotector. En 
cambio  la administración de antagonistas de  receptores B producía un 
agravamiento  de  la  lesión  isquémica130.  Teniendo  esto  en  cuenta, 
nuestros  resultados  son  coherentes  con  lo  publicado  previamente  por 
grupos  diversos,  aunque  nuestros  resultados  con  respecto  a  la 
administración  del  receptor  B  son  diferentes,  ya  que  las  diferencias 







de  forma  que  si  se  aumentase  la  n  de  los  animales  incluidos  en  los 
diferentes grupos, estas diferencias podrían ser significativas. Debemos 
comentar que  la primera medición tanto del edema como del volumen 
de  lesión  se  realizó a  las 6 horas. Esto es debido, en primer  lugar a  la 
metodología que  tenemos que utilizar para comprobar  la  recuperación 
del FSC tras la operación, considerado como un criterio de exclusión, por 
lo que se hace necesaria  la utilización del Láser‐Doppler, cuyo principal 
inconveniente en nuestro  caso, es  la  incompatibilidad  con el uso de  la 
RM.  Por  otro  lado  en  el  periodo  de  tiempo  que  abarca  desde  que  se 
produce  la reperfusión tras  la  isquemia hasta un tiempo de 6 horas no 










Teniendo  esto  en  cuenta,  la  principal  crítica  a  los  resultados  de  la 
influencia  de  los  diferentes  tratamientos  sobre  el  volumen  de  lesión 
puede ser el no tener datos anteriores a las 6 horas por RM, no sabiendo 








efecto  farmacológico  de  los  antagonistas  que  actuarían  muy 
precozmente tras su administración. 
Sin  embargo,  debemos  destacar  que  los  animales  fueron  asignados 
aleatoriamente  a  cada  grupo de  tratamiento  tras  su operación, por  lo 
que  si  los  volúmenes  de  lesión  de  los  animales  de  los  otros  grupos 
presentan volúmenes  iniciales de  lesión similares, es  lógico pensar que 
todos  los animales presentan volúmenes iniciales de  lesión similares sin 
que  las  diferencias  que  existan  entre  los  volúmenes  sean 
estadísticamente  significativas. Por otro  lado, podemos asumir que  los 
volúmenes  iniciales  de  lesión  en  todas  las  ratas  presentan  valores 




ya a 6 horas en  la reducción del volumen de  lesión, cuando se trata  los 
animales  con  la  combinación  de  tratamientos,  es  debido  a  la  acción 
farmacológica  de  los  antagonistas  de  la  ET‐1  principalmente  sobre  la 
musculatura lisa del vaso sanguíneo. 
La  explicación  a  por  qué  el  tratamiento  combinado  de  los  dos 
antagonistas  (antagonista del  receptor A y antagonista B)  tiene efectos 
mucho más  importantes en  la reducción del volumen de  lesión y grado 
de  edema,  que  el  tratamiento  por  separado  de  cada  uno  de  los 
antagonistas podría  ser  la expuesta en el  trabajo de Fukuroda et al187, 
donde  demuestran  que  la  inhibición  de  la  contracción  de  la  arteria 
pulmonar  por  parte  del  tratamiento  combinado  del BQ‐788  y  del  BQ‐
123,  antagonista  del  receptor  A,  es  superior  a  la  de  cada  uno  de  los 







de  ET‐1  preserva  la  perfusión  microvascular  en  el  área  infartada116, 
podríamos  asumir  que  parte  de  las  acciones  neuroprotectoras  de  los 
antagonistas  de  ET‐1  in  vivo,  están mediados  por  su  acción  sobre  la 
vasoconstricción  en  el  área  donde  sucede  el  episodio  isquémico,  
regulando de alguna manera la perfusión microvascular.  
En  cuanto a  la  recuperación  funcional, observamos que el  tratamiento 
de  combinación  no  inducía  una  mayor  recuperación  funcional  como 
cabría esperar, ya que este  tratamiento  redujo más  frecuentemente el 
grado de edema y el volumen de  lesión. En cambio el  tratamiento con 
Clazosentán  resultó  ser  el  más  eficaz  en  la  recuperación  funcional, 
cuando no mostró diferencias significativas en el volumen de lesión. Esto 
puede  ser  debido  a  la  acción  del  BQ‐788,  que  disminuiría  la  acción 
beneficiosa  del  Clazosentán  cuando  se  administran  conjuntamente,  ya 
que  al  analizar  su  influencia  en  la  recuperación  funcional  observamos 
que  tiene  peor  recuperación  que  el  propio  control. No  está  claro,  de 
momento, si el BQ‐788 pudiera estar provocando efectos deletéreos que 
no se verían reflejados en los estudios de imagen. 
Por último,  encontramos que  los niveles de  ET‐1  a  las 24 horas no  se 
encuentran influidos por los diferentes tratamientos. En cambio a las 72 
horas  y a  los 7 días, encontramos que el  tratamiento  con Clazosentán 
reduce  significativamente  los  niveles  de  ET‐1,  lo  cual  puede  ser 
indicativo de que estén haciendo efecto  los  receptores ETb  localizados 
en  los  órganos  periféricos  del  animal,  cuya  función  principal  es  la 















En  la bibliografía previa  se ha planteado  la  relación  entre  la  ET‐1  y  el 
desarrollo del edema cerebral mediando la regulación de la expresión de 
las acuaporinas. En animales modificados genéticamente para provocar 
la  sobreproducción  de  ET‐1132,  se  observó  que  tras  un  episodio  de 
isquemia  transitoria,  estos  animales  presentaban  mayor  déficit 
neurológico  y  mayor  volumen  de  infarto,  que  se  normalizaba 
parcialmente tras la administración de un antagonista del receptor A de 
la ET‐1. En estos animales se observó una expresión aumentada de  las 
AQPs  en  los  pies  astrocíticos  que  rodean  los  vasos  sanguíneos.  Sin 
embargo, en estudios posteriores, tanto in vivo, donde la administración 
de  un  agonista  del  receptor  B  de  la  ET‐1  se  hacía  a  nivel  de  los 
ventrículos  cerebrales133,  como  in  vitro184,  se observaba una  reducción 
en  los niveles de AQP4 y AQP9 tras  la administración del péptido de  la 
ET‐1. 
Esta  aparente  incoherencia  se  explicaría  teniendo  en  cuenta  las 
condiciones  experimentales  empleadas  en  estos  estudios.  En  primer 
lugar,  la  sobreproducción  de  ET‐1  en  los  animales  modificados 






presente en  los astrocitos, pero no afectó a  la expresión de  la AQP4 en 





receptor  A  de  la  ET‐1,  pero  no  por  un  antagonista  del  receptor  B. 
Tomando en  cuenta estos  resultados,  los  receptores  cerebrales ETRA y 
ETRB  probablemente  tengan  papeles  diferentes  en  la  regulación  de  la 
expresión de la AQP4 y de la AQP9.  
La  expresión  de  la  AQP4  tras  un  episodio  de  isquemia  transitoria  (30 
minutos) va en paralelo con el desarrollo del edema: un primer pico a los 
30 minutos tras  la reperfusión y un segundo pico a  las 48 horas tras  la 
reperfusión188.  Teniendo  esto  en  cuenta,  podríamos  decir  que  tras  un 
episodio de  isquemia,  la respuesta del organismo es  la de producir más 
AQPs, produciéndose igualmente mayores niveles de ET‐1, por lo que la 




para  la  sobreexpresión  de  ET‐1  observándose  una  reducción  en  la 
producción de AQP4. 
Teniendo en  cuenta esto, nuestros  análisis de producción de  las AQPs 
son  coherentes  con  lo publicado  anteriormente  tanto  in  vitro  como  in 
vivo. Los animales  tratados con Clazosentán, antagonista específico del 
receptor  A  de  la  ET‐1,  presentan  menores  niveles  de  AQPs, 






primeras  fases  del  desarrollo  de  la  lesión,  con  lo  que  se  desarrollaría 
menor volumen de lesión, y por otro lado in vitro observamos el mismo 
efecto en el grupo tratado con el Clazosentán. 
En  el  trabajo  de  Koyama  et  al133,  se  sugiere  la  hipótesis  de  que  la 
activación  de  los  receptores  B  provocaría  una  disminución  en  la 
expresión  de  las  AQPs,  por  lo  que  la  acción  de  los  antagonistas 
provocaría  un  aumento  en  la  expresión  de  las  AQPs. De  esta manera 
nuestros resultados están de acuerdo con esta hipótesis, ya que tras  la 
administración de BQ‐788,  antagonista del  receptor B, observamos un 
aumento en  la expresión de  la AQP4 y  la AQP9,  tanto  in  vivo  como  in 
vitro. 
En  el  caso  del  tratamiento  combinado,  observamos  que  no  hay 
diferencias en  los niveles de AQPs con respecto al control tanto  in vivo 
como in vitro. 
Sin  embargo,  el  tratamiento  con  BQ‐788  in  vitro  se  asocia  a  una 
disminución  de  la muerte  celular,  al  contrario  de  lo  que  sucede  en  la 
situación in vivo. Se sabe que la isquemia in vivo produce un aumento en 
la  expresión  de  los  receptores  B190.  Ese  aumento  en  la  expresión 
también podría  suceder en  la  isquemia  in vitro. Sin embargo, al existir 
dos  subpoblaciones  de  receptores  B,  de  los  cuales  en  el  caso  de  los 




Las  diferencia  que  observamos  en  cuanto  a  neuroprotección  de  cada 
uno  de  los  antagonistas  entre  el modelo  in  vivo  y  el modelo  in  vitro 






sistema  de  la  ET‐1  estaría  regulando  dos  mecanismos  que  actúan 
conjuntamente  sobre el desarrollo de  la  lesión: por un  lado  regulación 
de  la  perfusión  microvascular  tras  la  isquemia  mediada  por  los 
receptores de la ET‐1 presentes en la capa de musculatura lisa que rodea 
al vaso sanguíneo, como ha sido demostrado en la bibliografía previa116, 
y por otro  lado, regulación de  la producción de  las AQPs, de forma que 
los  diferentes  receptores  dependiendo  del  tipo  celular  en  el  que  se 
encuentren medien  respuestas  diferentes.  En  cambio  en  el modelo  in 




En el modelo  in vitro, observamos que el uso de  los antagonistas de  la 
ET‐1 muestran un  claro  efecto  reductor de  la muerte  celular,  tanto  el 
específico  del  receptor  A  como  del  receptor  B,  estando  también 
implicadas en este proceso las AQPs. 
Existe  una  clara  relación  entre  la  ET‐1  y  las AQPs  en  el  desarrollo  del 
edema cerebral. En modelos animales los antagonistas del receptor A de 
la  ET‐1  muestran  un  importante  efecto  neuroprotector,  mediado  en 











La  secuenciación  del  genoma  humano  ha  revelado  que  la  secuencia 
genética  es  idéntica  en  más  de  un  99%  en  el  género  humano.  Sin 
embargo, pese a este gran  índice de similaridad existen todavía más de 
12 millones de potenciales variaciones. A las diferencias en la estructura 
génica  que  ocurren  muy  infrecuentemente  en  la  población  se  les 
denomina mutaciones, mientras que  a  aquellas diferencias que ocurre 
más  habitualmente  se  les  denomina  polimorfismos.  Existen múltiples 
variedades de polimorfismos, dentro de éstas se denomina SNP  (Single 
Nucleotide  Polymorphisms)  al  cambio  de  un  solo  nucleótido  en  la 
cadena del ADN. Hasta  la  fecha han  sido  cuantificados 12 millones de 
SNPs. Algunos SNPs están en  zonas del gen que  transcriben proteínas, 
influyendo  en  la  estructura  de  la  proteína  resultante,  otros  están  en 
áreas donde no influyen directamente en la síntesis de la proteína, pero 
influyen  en  la  capacidad  de  la  célula  para  producir  variaciones 
cuantitativas en la proteína a través de diversos mecanismos. 
Muchas  enfermedades  comunes  se  agrupan  en  patrones  que 
demuestran  que  el  trasfondo  genético  de  los  individuos  juega  algún 
papel  en  la  susceptibilidad191.  En  la  mayoría  de  las  enfermedades 
comunes  de  alta  prevalencia  (como  la  enfermedad  coronaria,  la 
hipertensión  arterial,  enfermedades  cerebrovasculares,  etc.)  sabemos 
que múltiples factores genéticos y no genéticos interactúan para afectar 
el  fenotipo.  Estas  enfermedades  y  rasgos  reciben,  desde  el  punto  de 
vista  genético,  el nombre de  “rasgos  complejos”  y para  la mayoría de 
ellas  la  variación  atribuible  al  componente  genético  subyacente  sigue 
siendo  desconocida.  Las  dos  principales  metodologías  usadas  para 
mapear las variantes genéticas que influyen en el riesgo de enfermedad 






asociación.  Estos  últimos  buscan  relacionar  un  marcador  genético 
particular  con  un  rasgo  complejo  o  enfermedad  a  través  de  una 
población.  Cuando  se  plantea  un  estudio  de  asociación  genética  se 
deben tener en cuenta tres aspectos importantes: la enfermedad o rasgo 
a  ser  estudiado,  el  grupo de  individuos  en  los  cuales  se  va  a medir  la 
característica de  interés  y  por último qué  SNPs  se  van  a  estudiar  a  lo 
largo de toda la población  
En  nuestro  caso  las  variables  de  estudio  con  las  que  se  evaluó  la 












rs5370  y  el  rs2071942,  en  la  función  endotelial  en  la migraña  y  en  el 
ictus195.  
En  relación  con el  tipo de estudio epidemiológico hemos utilizado una 
cohorte  de  pacientes,  ya  que  lo  que  pretendimos  evaluar  era  la 
influencia  de  la  presencia  de  los  SNPs  en  las  variables  de  estudio  en 







incapacidad de comprobar  la similaridad de  las  frecuencias genotípicas 
de un SNP de  la población de estudio con respecto a una población de 
referencia de  individuos  sanos. En nuestro caso, para  comprobar  si  las 
frecuencias genotípicas de cada SNP dentro de nuestra población eran 
normales,  las  comparamos  con  los  datos  correspondientes  a  una 




las  conclusiones  que  obtengamos  de  su  estudio  en  nuestra  población 
serán válidas para toda la población, no existiendo, por tanto, en nuestra 
población  de  estudio,  desviaciones  o  sesgos  del  equilibrio  de  Hardy‐
Weinberg,  como  endogamia,  deriva  genética, migración,  existencia  de 
nuevas mutaciones o selección de un determinado genotipo.  


















que  hemos  demostrado  que  los  pacientes  homozigotos  mutantes 
presentan  mayores  niveles  séricos  de  ET‐1196‐198.  Sin  embargo  es 
sorprendente pensar que un  SNP  localizado  en una  región  alejada del 
promotor del gen induzca cambios cuantitativos en la proteína, siendo lo 




gen de  la ET‐1, por  lo que sería mucho más  lógico que tuviese relación 
con  los niveles de ET‐1 circulantes en suero. Hallamos que  la presencia 
conjunta  de  los  SNPs  rs5370  y  rs1800541  conlleva  una  producción 
aumentada  de  ET‐1  con  respecto  a  aquellos  pacientes  que  sólo 
presentan uno de los SNPs. La explicación es que estos dos SNPs forman 
un  haplotipo.  Sin  embargo  en  el  estudio  de  Panoulas  observaron  que 
existe  una  cierta  tendencia  de  niveles  elevados  de  ET‐1  sérica  en 
pacientes que presentan el haplotipo heterozigoto frente a aquéllos que 




que  tomarlo  con  cautela,  ya  que  al  no  coincidir  las  frecuencias 
genotípicas de nuestra población de estudio con las incluidas en la base 
de  datos,  no  sabemos  si  se  trata  de  un  artefacto. De  todas maneras, 
resulta bastante sorprendente que en la base de datos Single Nucleotide 
Polymorphism  la  población  europea  sea  única  y  exclusivamente 













del  edema,  considerándolo  tanto de  forma  categórica  como de  forma 
continua)131.  Igualmente  encontramos  una  relación  entre  niveles 
elevados  de  ET‐1  sérica  elevados  en  el  momento  del  ingreso  y  el 
volumen  de  lesión  y mal  pronóstico  a  los  tres meses.  En  cambio,  no 
encontramos  relación  entre  los  niveles  de  ET‐1  y  el  deterioro 
neurológico precoz. 
La  fisiopatología  vascular  en  la  fase  aguda  del  ictus  implica  cambios 
metabólicos  y  hemodinámicos,  resultantes  en  la  rotura  de  la  barrera 
hematoencefálica200,201.  El  tono  cerebrovascular  favorece  la 
vasoconstricción  parcial  y  desempeña  un  importante  papel  en  la 
regulación del  flujo  sanguíneo  cerebrovascular en  respuesta a  cambios 
en  la  presión  de  perfusión  tanto  como  a  alteraciones  en  los  factores 
metabólicos y endoteliales. En esta fase aguda, la ET‐1 regula la función 
endotelial mediando una vasoconstricción o vasodilatación dependiente 
del  receptor,  y  participa  en  el  aumento  de  la  permeabilidad  de  la 










La causa del  incremento de  los niveles séricos de ET‐1 en  los pacientes 
con  ictus  todavía no está clara. Este  fenómeno puede  representar una 
sobreexpresión no específica de ET‐1 por el endotelio vascular sistémico 
en  respuesta  al  estrés  asociado  con  el  infarto  cerebral  agudo.  Otra 








de  forma  que  aquellos  pacientes  con  mayores  niveles  de  ET‐1 
presentarán mayor grado de edema y según  lo anterior también mayor 
volumen de infarto206. Por otro lado, sabemos que el edema cerebral es 
el  principal  factor  que  contribuye  a  la mortalidad  y morbilidad  en  el 
ictus,  por  lo  que  parece  lógico  pensar  que  aquellos  pacientes  que 
presentan mayor grado de edema y mayor volumen de  lesión  tendrán 
peor pronóstico a los 3 meses.  
Sin  embargo,  no  encontramos  que  la  ET‐1  estuviese  asociada 












validez  a  la  hipótesis  planteada  en  el  estudio  inicial.  Demostramos 
además  la  asociación  directa  de  los  SNPs  rs5370  y  rs1800541  con  los 
niveles séricos de ET‐1 en el momento del  ingreso, y que  los efectos de 
la presencia de  los SNP rs5370 y rs18006541 en el edema cerebral y el 
volumen  de  infarto  estarían mediados  por  un  aumento  de  los  niveles 
séricos de ET‐1.  
En el caso del pronóstico  funcional a  los 3 meses,  la  influencia del SNP 




con  el mal  pronóstico  a  los  3 meses.  Cuando  incluimos  en  el modelo 
estadístico  la ET‐1,  la asociación mantuvo  la  fuerza, en contra de todos 
los análisis previos, donde al  incluir en el modelo estadístico  la ET‐1,  la 
asociación del SNP con la variable del estudio perdía potencia a favor de 
la asociación de la ET‐1 con esa variable.  
Por  tanto  podemos  deducir  que  el  SNP  rs1800541  ejercería  su  efecto 





el  grado  de  edema,  el  volumen  de  lesión  y  el mal  pronóstico  a  los  3 
meses, mediado por un incremento en los niveles de ET‐1. 










Este  estudio  presenta  una  serie  de  limitaciones  que  es  necesario 
reseñar.  En  primer  lugar  y  con  respecto  al  estudio  in  vitro,  debemos 
señalar  que  no  hemos  observado  protección  frente  a  la  muerte  por 
apoptosis,  cuantificada por el marcador de  caspasa‐3.  Suponemos que 
esto puede ser debido al momento en el que se  tomaron  las muestras 
para poder evaluar la caspasa‐3. Las muestras de lisados celulares fueron 
tomadas a  las 24 horas  tras  la POG, en  cambio  si  las muestras  fuesen 
obtenidas  después  de  las  24  horas  tras  la  POG  los  resultados  podrían 
haber sido diferentes. 
En cuanto al estudio in vivo, la principal limitación viene derivada, como 
ya  se  ha  comentado,  de  los  criterios  de  exclusión  de  los  animales 
operados, basados principalmente en mediciones de FSC, por  lo que se 
hace  inevitable  el  uso  del  sistema  Láser‐Doppler.  A  su  vez,  esto 
condiciona que no hayamos podido obtener imágenes por RM a tiempo 
cero (justo después del final de la operación y antes de la administración 
del  tratamiento)  de  los  volúmenes  de  lesión  iniciales  de  los  animales 
incluidos en el estudio. 
En  el  caso  del  estudio  clínico  la  principal  limitación  que  podríamos 
señalar es  la ausencia de un control poblacional, propio de  los estudios 
de  casos  y  controles,  con  el  que  poder  comparar  las  frecuencias 
genotípicas  de  cada  uno  de  los  SNPs  a  estudio  dentro  de  nuestra 
población.  Para  solventar  esta  limitación  optamos  por  comparar  las 
frecuencias  genotípicas  de  nuestra  población  con  una  población  de 








rs2071942  no  se  encuentra  en  equilibrio  de  Hardy‐Weinberg.  Sin 
embargo,  para  testar  el  objetivo  principal  del  estudio  clínico  no  son 
estrictamente  necesarios  controles  poblacionales,  pues  dicho  objetivo 
fue analizar si los SNPs del gen de la ET‐1 se asociaban a niveles séricos 
elevados de esta proteína. 
Por otro  lado, nuestros  resultados muestran que  los niveles  séricos de 
ET‐1  en  el momento  del  ingreso  son  un  importante  biomarcador  de 
desarrollo  de  edema  cerebral  en  el  ictus  isquémico.  El  principal 
inconveniente  que  tiene  el  uso  de  la  ET‐1  como  biomarcador 
diagnóstico, viene derivado de su método de análisis. Hasta el momento 
















































significativamente  el  volumen  de  lesión  absoluto  a  las  24,  72 
horas y 7 días, tras un episodio de isquemia cerebral transitoria. 
3. El  tratamiento con Clazosentán  induce una mejor  recuperación 
funcional a las 24, 72 horas y 7 días tras un episodio de isquemia 
cerebral transitoria. 
4. El  tratamiento  con  Clazosentán  provoca  una  reducción  de  los 
niveles de ET‐1 a  las 72 horas y a  los 7 días tras un episodio de 
isquemia cerebral transitoria. 
5. El  tratamiento  con  Clazosentán  induce  una  reducción  en  la 









1. La presencia de  los SNPs del gen de  la ET‐1 rs5370 y rs1800541 
en  pacientes  con  ictus  isquémico  agudo  se  asocia 
significativamente con niveles séricos elevados de ET‐1. 
2. Los  niveles  séricos  elevados  de  ET‐1  se  asocian  a  mayor 
gravedad de edema, mayor volumen de infarto y mal pronóstico 
funcional a los 3 meses. 
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“Caminante, son tus huellas 
el camino, y nada más; 
caminante, no hay camino, 
se hace camino al andar. 
Al andar se hace camino 
y al volver la vista atrás 
se ve la senda que nunca 
se ha de volver a pisar. 
Caminante, no hay camino, 
sino estelas en la mar.” 
 
Antonio Machado. Proverbios y cantares, XXIX 
 
